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El proyecto se orientd a evaluar la expansion de las células del camulo en la
maduracion in vitro de tres tipos morfolégicos de oocitos con dos medios de
maduracion. Para ello se utilizé ovarios procedentes de vacas tipo leche,
sacrificadas en matadero, de los cuales se obtuvieron los ovocitos para ser

madurados in vitro.

Se utilizaron 1333 ovocitos de un total de 60 ovarios, produciendo un
promedio de 22 ovocitos/ovario, el promedio de ovocitos madurables/ovario fue
de 21 (95%), el promedio de ovocitos no madurables por ovario 1 (5%). Los
ovocitos se clasificaron en tres categorias, en base al nimero de capas de
células del cumulus y la apariencia de un citoplasma homogéneo; asi se obtuvo
un promedio por ovario de 6 (29%) ovocitos tipo I, 8 (38%) ovocitos tipo Il y 7

(33%) ovocitos tipo lll.

Para la maduracién in vitro de los tres tipos morfolégicos de oocitos se
utilizaron dos tipos de medios de composicion compleja, el TCM-199 y Ham's F-
12, ambos se incubaron a una temperatura de 39° C, con una atmosfera
gaseosa de 5% de CO2, 5% de O2 y con un 100% de humedad en el aire,
durante 24-27 horas. El porcentaje de expansion total de los tres tipos de
ovocitos fueron de 68,5 % y 72,9% con los medios TCM-199 y Ham's F-12
respectivamente (P> 0.05), la diferencia entre medios fue de 4,4% siendo
superior el medio Ham's F-12, lo que no representa una diferencia significativa

entre medios.

ABSTRACT
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The project was aimed at evaluating the expansion of cumulus cells on in vitro
maturation of three morphological types of oocytes using two types of maturation
media. There were used ovaries from dairy cows, slaughtered at the abattoir, from

which were obtained oocytes to be matured in vitro.

1333 oocytes were used from a total of 60 ovaries, producing an average of
22 oocytes per ovary. The average number of mature oocytes per ovary was 21
(95%), the average number of immature oocytes per ovary was 1(5%). The oocytes
were classified into three categories, based on the number of layers of cumulus cells
and the appearance of a homogeneous cytoplasm; this afforded an average of 6 per

ovary (29%) type | oocytes, 8 (38%) type Il oocytes and 7 (33%) type Il oocytes.

For the in vitro maturation of three morphological types of oocytes, two kinds
of media of complex composition were used; TCM-199 and Ham’s F-12- Both of
them were incubated at 39°C, with a gaseous atmosphere of 5% CO2, 5% of O2 and
100% of humidity in the air, for 24-27 hours. The percentage of total expansion of the
three types of oocytes was 68.5% and 72.9% with the TCM-199 media and Ham’s F-
12 media respectively (P>0.05). The difference between the media was 4.4% being
superior Ham’s F-12 media, which represent no significant difference between

media.



1. INTRODUCCION

En diversos paises de América Latina, se tiene el consenso de que el empleo de
herramientas biotecnolégicas en la produccion animal ofrecera nuevas
oportunidades para el desarrollo de una produccion mas sustentable y altamente
competitiva a nivel mundial. En este sentido, la biotecnologia abre un nuevo mundo
de oportunidades para la economia de los paises de la region, ya que las
exportaciones de recursos naturales y sus derivados son, en general, el principal

motor para el crecimiento de la economia.

Desde mediados del Siglo XX, la biotecnologia reproductiva ha permitido
importantes logros en el mejoramiento genético de los programas de produccién
animal; convirtiéndose en uno de los productos emblematicos de la investigacion

cientifica en el campo de las ciencias de la vida y la zootecnia.

La produccion In Vitro (PIV) de embriones se encuentra dentro de la tercera
generacion biotecnoldgica de la reproduccion animal (Thibier 1990), ésta es la
biotecnologia que més se ha desarrollado en los ultimos diez afios y constituye un
gran apoyo en el desarrollo de técnicas que tienen un potencial importante en la

reproduccion animal.

Del mismo modo ha sido una alternativa en diversos problemas reproductivos en los
que existe dificultad en el encuentro entre los espermatozoides y el 6vulo, cabe
destacar que ésta técnica es la Unica opcidén disponible para producir crias de
hembras valiosas que por causas no genéticas son eliminadas de los sistemas

productivos.

En nuestro pais y particularmente en la provincia de Loja, la utilizaciéon de
biotecnologias reproductivas es muy limitada, debido a muchos factores, como: la
falta de formacion y capacitacion de técnicos, falta de infraestructura y equipos, poca
inversion en el sector; y, sobre todo, falta de proyectos de investigacion orientados a
validar y acoplar estas tecnologias a nuestro medio. Como consecuencia, se

observa bajos indices en los parametros productivos y reproductivos que no ha
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permitido alcanzar un desarrollo sostenido de produccion bovina; repercutiendo

indiscutiblemente en la economia de los ganaderos.

Esta investigacion se realizd en el matadero de la ciudad de Loja desde el 3 de

mayo del 2011 hasta el 8 de mayo del 2012, teniendo como objetivos especificos:

¢ Identificar del nUmero de ovocitos obtenidos por cada ovario

¢ Identificar del nimero de ovocitos viables

e Comparacion del grado de expansién de las células del cumulo con dos
medios en la maduracién In Vitro de ovocitos bovinos: TCM-199 y Ham’'s F-
12, en tres tipos morfolégicos de ovocitos: I, Il 'y IlI.

e Difundir resultados obtenidos.



2. REVISION DE LITERATURA

9.1. MADURACION DEL OVOCITO

9.1.1. El Ovocito

9.1.1.1. Ovogénesis

El nUmero de gametos que poseen las hembras domésticas esta fijado desde el
mismo momento de su nacimiento. En la vida embrionaria comienza la oogénesis 0
formacion del gameto femenino (gametogénesis) a partir de las células germinales
primordiales (Eddy y col. 1981; Byskov 1982). Primero se transforman en ovogonias
por sucesivas divisiones mitéticas, las cuales dan lugar a los ovocitos primarios al

iniciarse la primera division meiotica.

La meiosis es un tipo de divisidbn celular exclusiva de las células germinales
(ovogonias y espermatogonias) y su objetivo es doble: la reduccion a un nimero
haploide de cromosomas y la recombinacién de la informacion genética (Polanski y
Kubiak 1999). Antes de sufrir la meiosis, las células germinales replican su ADN y
contienen en ese momento 4 copias de ADN y un niumero 2n de cromosomas, como
cualquier célula diploide; mientras que entre las dos divisiones meidticas la
replicacion de ADN queda suprimido, lo que asegura que los gametos resultantes

sean haploides.

La meiosis consiste en dos divisiones: en la primera, las dos células hijas pasan a
tener 1n cromosomas y 2 copias de ADN; y en la segunda, las 2 células resultantes
contienen 1n cromosomas y lcopia de ADN. Asi, con la meiosis se obtienen 4
células hijas haploides y genéticamente diferentes, en el caso del macho; mientras
gue en la hembra sélo da lugar a una célula, pues las dos divisiones meioticas son
asimétricas, y en cada una se forman una célula grande y otra pequefia abortiva

(corpusculo polar).

La meiosis se detiene en dos momentos especificos: alrededor del nacimiento y en

la ovulacion y sOlo se completara al producirse la fecundaciéon. El proceso meiotico
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consta de dos divisiones: meiosis | y Il, divididas cada una en cuatro fases: profase,
metafase, anafase y telofase.

9.1.1.2. Foliculogenésis

El ovocito primario se encuentra rodeado de una pequefa capa de células epiteliales
constituyendo el foliculo primordial para convertirse luego en foliculos primarios, los
cuales constan del ovocito rodeado de una capa de células cuboides que presentan

gran actividad mitotica.

Debido a las gonadotropinas hipofisarias, las mitosis de las células epiteliales que
rodean el ovocito y el crecimiento del mismo ocurren paralelamente. Las células
epiteliales se multiplican y crecen disponiéndose en varias capas constituyendo el
foliculo 2° o pre-antral. Las secreciones de estas células producen
mucopolisacaridos, por influencias hormonales, que se dispondran alrededor del

ovocito formando una membrana llamada zona pelucida (ZP).

Mientras tanto el ndcleo del ovocito sigue en reposo, aunque la actividad
citoplasmica es intensa, cargandose de productos nutritivos, que son suministrados
a través de las células que rodean el ovocito. Alrededor del foliculo se disponen
unas estructuras de tejido conjuntivo que se entrelazan a modo de barrera,
constituyendo las tecas, que completardn su formacién en el siguiente estadio
folicular. Las células foliculares responden al estimulo de la FSH hipofisaria
secretando sustancias como son metabolitos, hormonas esteroides etc., que se van
a acumular en el foliculo formando una cavidad llamada antro folicular, lo que
constituye el foliculo antral (Zuckerniann 1962). Cuando las células foliculares sean
capaces de responder al estimulo de la FSH, con sintesis hormonal, se denominan

células de la granulosa.
9.1.1.3. Crecimiento del ovocito
Tras la formacion del antro, las células de la granulosa se diferencian en dos

subpoblaciones: por una parte, las células de la granulosa que revisten la pared del

foliculo y forman un epitelio estratificado en contacto con la lamina basal; y por otra,
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las células del cumulus oophorus que forman varias capas de células cilindricas
alrededor del ovocito (Canipari 1994). Cuando el foliculo ha formado la cavidad
antral, pasa a llamarse foliculo terciario, antral o de Graaf, y alcanza un diametro

aproximado de 2,2 mm (Motlik y col. 1984).

El crecimiento del ovocito va unido a un aumento en el nimero de organulos
citoplasmaticas, como mitocondrias, aparato de Golgi y ribosomas, y a la formacion
de los granulos corticales a partir del complejo de Golgi (Stromstedt y Byskov 1999).
Toda esta maquinaria celular, indicativa de una elevada actividad metabdlica,
permite la sintesis y almacenamiento de ARN, proteinas y enzimas; y en las ultimas
etapas del crecimiento, el desarrollo de la red de microtubulos y filamentos. También
durante la fase de crecimiento se forma la zona pelldcida (ZP), una cubierta
extracelular glicoproteica que rodea a los ovocitos mamiferos. La capa de células del

cumulus mas préxima a la ZP se conoce con el nombre de corona radiata.

En esta etapa de crecimiento se van a establecer unas comunicaciones entre el
ovocito y las células del cumulus, mediante unos procesos citoplasmaticos de las
células de la corona radiata que cruzan la ZP y conectan con el oolema, conocidos
como uniones tipo gap (Gilula y col. 1978). Las células de la granulosa también se
interconectan mediante uniones tipo gap (Albertini y Anderson 1974). Este
entramado de uniones intercelulares posibilita el intercambio de moléculas entre el
ovocito, las células de la granulosa y la circulacidbn sanguinea (Canipari 1994).
Tienen la finalidad de facilitar la disponibilidad de nutrientes apropiados en el raton
como por ejemplo de piruvato y oxaletato. Ademas de una funcién reguladora lo que

constituye el proceso de “cooperacién metabdlica” (Canipari 1994).

Las células somaéticas proporcionan nucleésidos, aminoacidos y fosfolipidos,
ademas de mantener un balance i6nico y una estabilidad en el ARNm en los
ovocitos (Hunter 2000). Esta cooperacion es bidireccional, de modo que los ovocitos
secretan un factor de expansion del cumulus, ademas de unos factores solubles que
regulan la esteroidogénesis de las células del cumulus, suprimen la luteinizacion y
promueven la proliferacion de células de la granulosa en cultivo (Brankin y col.
1999).
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Si existiese una ruptura prematura de este contacto se produciria la muerte del
ovocito, esto ocurre normalmente en aquellos ovocitos destinados a atresia. La
ruptura normal de este complejo entre el oolema y las células circundantes del
foliculo puede ser necesaria para la migracion y alineacion de los granulos corticales

a lo largo de la membrana celular del ovocito.

Los foliculos dominantes seran seleccionados de entre los foliculos antrales para
continuar su crecimiento (Stromstedt y Byskov 1999). La seleccion de los foliculos
que producirdn ovocitos maduros listos para ovular en cada ciclo estral esta
determinada por la expresion de receptores para la hormona luteinizante (LH) y la

hormona foliculo estimulante (FSH) en sus células de la granulosa (Espey 1999).

Los receptores para la FSH, solo presentes en las células de la granulosa, aumentan
de namero en la fase de crecimiento, desencadenando la expresion de una bateria
de genes que codifican factores de crecimiento, enzimas y proteinas involucradas en
la esteroidogénesis y péptidos que regulan la liberacion de gonadotropinas; los
cuales se van a sintetizar y acumular en el fluido folicular. Ademas las células de la
teca, estimuladas por la LH, van a sintetizar androégenos que, posteriormente, seran

transformados en estradiol por las células de la granulosa.

Los foliculos dominantes tienen un mayor numero de receptores para la FSH y son
mas sensibles a ella que el resto de foliculos antrales, por lo que van producir
grandes cantidades de estradiol e inhibina. El estradiol y la inhibina van a regular
negativamente la secrecion de FSH vy, al disminuir su concentracién, los foliculos
menos sensibles a la FSH degeneran, sufriendo el proceso de atresia (Stromstedt y
Byskov 1999).

Justo después del pico preovulatorio de LH, los foliculos seleccionados comienzan
una rapida expansiéon como resultado de la acumulacién de fluido folicular en el
antro. Las altas concentraciones de gonadotropinas en el fluido folicular cambian el
patron de sintesis de esteroides de las células de la granulosa y la teca, y preparan

al ovocito para la reanudacién de la meiosis y la maduracion (Espey 1999).
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9.1.1.4. Maduraciéon del ovocito

La maduracion del ovocito, dividida en maduracién nuclear y citoplasmatica, hace
referencia a todos los cambios nucleares, citoplasmaticos y de membrana que sufre
el ovocito, con el fin de prepararse para ser fecundado con éxito y desarrollarse
posteriormente. El estimulo que desencadena el inicio de la maduracion del ovocito
es el aumento preovulatorio en los niveles de gonadotropinas, en especial de LH,
ademas de la reanudacion de la meiosis, se desencadena otras transformaciones
dentro del foliculo, como alteraciones en la esteroidogénesis folicular y cambios en el
complejo cumulus-ovocito (COCs) (Moor y col. 1990; Motlik y col. 1986).

La respuesta inmediata de las células de la granulosa a la interaccion con la LH es la
activacion de la adenilato ciclasa y la generacién de adenosin mono fosfato ciclico
(AMPc). Por tanto, la reanudacién de la meiosis viene precedida por un aumento en
el AMPc; lo que parece estar en contradiccidbn con su actuacion en el manteniendo
del reposo meiotico en el ovocito. La explicacion es que el AMPc desempefia un

papel doble en la regulacion de la meiosis.

Los niveles basales de AMPc producidos por las células somaticas en los foliculos
antrales pequefios son transferidos de manera continua al ovocito, a través de las
uniones tipo gap, para mantenerlo en el reposo meiotico, pues el ovocito no es
capaz de producir AMPc a los niveles necesarios. Sin embargo, a partir de la
formacion de receptores para la LH en las células del cumulus y granulosa del grupo
de foliculos dominantes, éstos pueden responder al pico preovulatorio de la LH

produciendo grandes cantidades de AMPc.

Las elevadas concentraciones de AMPc en los foliculos dominantes median en la
accion de la LH sobre la conexina 43, una proteina que forma parte de las uniones
tipo gap ovaricas. Mediante reacciones de fosforilacién/ defosforilacion, se producen
cambios en la conformacion de la misma produciendo una reduccion de las
comunicaciones intercelulares en dichos foliculos y, por tanto, en la cooperacion
metabdlica entre sus células (Gilula y col. 1978). Este proceso se lo conoce con el
nombre de expansion o mucificacién del cumulus y se produce 16 horas después

del pico de gonadotropinas. Ademas en este proceso se produce el acido hialuronico
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el cual es fundamental para la expansion de las células del camulo (Brackett B.).
Bajo esas condiciones, el flujp de AMPc desde las células del cumulus hacia el
ovocito desciende y el ovocito reanuda la meiosis, lo que puede explicar por qué se
produce una reanudacion espontanea de la meiosis al extraer los ovocitos de los

foliculos y cultivarlos in vitro (Dekel 1999).

La maduracion nuclear comienza tras la reanudacion de la meiosis. El paso de
vesicula germinal (VG) a metafase Il (MIl) conlleva: la disolucion de la membrana
nuclear conocida como “rotura de la vesicula germinal”, formacién del huso meiotico
y la condensacion de la cromatina en cromosomas homadlogos que se alinean en el
huso, alcanzando entonces el estadio de metafase |; para continuar con la
segregacion de los dos grupos de cromosomas homoélogos, dando lugar a la
extrusion del primer corpusculo polar (CP) y al paso del ovocito al estadio de MIl. La
maduracion nuclear finaliza cuando el ovocito completa la primera divisibn meio6tica
con la formacién del primer CP, alcanzando el estadio de MIl, unas 36-40 horas

después del pico de LH, tras lo cual se produce la segunda detencion de la meiosis.

Biggers y col. (1977) comenta que la vesicula germinal se despolariza debido a un
incremento de la permeabilidad a los iones de calcio (Brackett B.); Kikuchi y col.
(1995) explica que el factor promotor de maduracion o metafase (MPF) en forma
activa es necesario para la rotura de la VG., la condensacion de la cromatina,
alcanzando un pico en metafase | y Il, para descender en anafase 1y I, indicando
gue su inactivacion es necesaria para esta progresion. Por otra parte, la
reorganizacion de los microtubulos y la apropiada orientacion del huso durante la Ml
parece estar mediada por las proteikinasas MAP (Mitogen-activated Protein
Kinases), cuya actividad también esta inhibida de algin modo por el AMPc y
aumenta con la reanudacion de la meiosis. A diferencia del MPF, la actividad de las

MAPK permanece elevada en los estadios de anafase.

La maduracion citoplasmaética, no se desarrolla directamente con la progresion de la
meiosis pero preparan al ovocito para la fecundacion y el desarrollo embrionario
posterior (Abeydeera 2002). Investigaciones por Noyes (1952) en ratas y Chang
(1955) en conejos revela que la fecundacion y el desarrollo normal del ovocito sélo

podran ocurrir si estos han alcanzado por lo menos la primera divisibn meiotica en
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vivo aunque este potencial aumenta si estos han alcanzado la metafase Il en vivo
(Brackett B.).

En el citoplasma del ovocito se produce una redistribucion de las mitocondrias y de
los granulos corticales (GC). Tras la rotura de la VG, las mitocondrias migran para
situarse en una posicion perinuclear durante la maduracion siendo este movimiento
mitocondrial necesario para la progresion de la maduracién. Los GC son un tipo
especial de lisosomas primarios, formados a partir del complejo de Golgi y del
reticulo endoplasmico, compuestos por glicoproteinas y enzimas hidroliticas. Los GC
migran hacia la periferia del ovocito, aumentan de ndmero al final del periodo de
maduracién y se sitian debajo de la membrana plasmética formando una monocapa

lo que es fundamental para el bloqueo de la poliespermia.

La maduracién citoplasméatica implica una reprogramacioén de la sintesis proteica.
Parte del ARNm que habia sido almacenado durante la fase de crecimiento
comienza a transcribirse, sintetizdndose nuevas proteinas que seran esenciales en
la progresién de la meiosis, la regulacién de la penetracion espermatica y la
descondensacién de la cabeza del espermatozoide (Moor y col. 1990). Entre estas
proteinas, el factor de crecimiento del prondcleo masculino, sera esencial para la

formacion del prondcleo masculino tras la penetracion del espermatozoide.

La maduracion citoplasmatica es aparentemente dependiente entre 6 a 8 h del
periodo inductivo dentro del foliculo seguido por un periodo de marcada actividad
biosintética dentro del ovocito (Moor y Warnes 1978). La induccion de esta
maduracién requiere de esteroides, sintesis de proteina intrafolicular y posiblemente

el AMPc como mediador de la accion de gonadotropinas, FSH y LH (Brackett B.).

9.1.2. Obtencién de los Ovocitos

La obtencion de ovocitos puede realizarse en diferentes fases de su maduracion y

mediante diversos sistemas, pudiendo agruparse en:
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9.1.2.1. Ovocitos post-ovulatorios

Son ovocitos que han madurado in vivo en el propio tracto genital de la hembra. Se
localizan en el oviducto poco después de la ovulacion. Se los puede obtener por
laparotomia o sacrificio de los animales. El intervalo entre la ovulacion y la recogida
del ovocito es muy importante, ya que los ovocitos permanecen fecundables por un

periodo de 10-12 horas.

9.1.2.2. Ovocitos pre-ovulatorios

Son ovocitos inmaduros los cuales se los obtienen mediante la puncion ovarica de

los foliculos y existen de dos tipos:

a. Ovocitos obtenidos proximos al momento de la ovulacién: Son los que casi
han completado su maduracién en el propio foliculo ovarico, la técnica mas
utilizada es la aspiracion folicular de animales sometidos a tratamientos de
superovulacion y por sacrificio de los animales.

b. Ovocitos inmaduros: se pueden obtener por aspiracion folicular o de los ovarios
de hembras sacrificadas en matadero, se obtienen de los foliculos antrales de un
determinado didmetro, a estos se los coloca en medios de cultivo para su

maduracion in vitro.

9.2. PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES BOVINOS

9.2.1. Factores que Influyen en la Calidad de los Ovocitos

9.2.1.1. Obtencién de ovarios

La obtencion de los ovocitos se puede realizar de vacas procedentes de dos fuentes:

e A partir de hembras sacrificadas en el matadero, mediante la obtencién de sus
ovarios (Herradon y col. 2007). Todos los autores estan de acuerdo en que se
debe realizarse inmediatamente después de la muerte del animal. El transporte
se lo realiza en soluciones salinas-tampon o fosfato-salinas (PBS) con
antibiéticos (Hyttel y col. 1987).
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e A partir de animales vivos utilizando la aspiracion transvaginal ecoguiada (OPU).
Se puede recoger ovocitos en las hembras de mas de 6 meses de edad, durante
los primeros 3 meses de gestacion y a partir de las 2-3 semanas del postparto,
por lo que no interfiere con los ciclos productivos o reproductivos de las hembras
donantes. En el caso de hembras muy jévenes (menos de 6 meses de edad) es

necesario recurrir a la laparoscopia (Herradon y col. 2007).

9.2.1.2. Condiciones de transporte de los ovarios al laboratorio

La duracion y temperatura del transporte de los ovarios desde su recoleccion hasta
el laboratorio puede influir en la calidad de los ovocitos, mientras se incrementa el
tiempo de transporte disminuird la maduracion de los ovocitos. El transporte se
puede llevar a cabo en una solucién PBS a temperatura ambiente o en una solucién
salina al 0,9% (Palmay col. 1993).

9.2.1.3. Selecciodn del foliculo

Segun Motlik y Fulka (1986), los foliculos menores de 2 mm de diametro contienen
un alto porcentaje de ovocitos incompetentes o bien atrésicos, por el contrario los
foliculos mayores de 10 mm presentan un mayor nimero de ovocitos degenerados,
la mayoria de autores seleccionan foliculos de diametros entre 2 y 8 mm (Liehnian y
col. 1986; Xii y col. 1987; Pavlov y col. 1992). Ya que pueden responder al estimulo
de maduracion, experimentando los cambios morfolégicos y funcionales necesarios
para alcanzar una total capacidad de desarrollo. (Yoon y col. 2000) Wurtb 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.

9.2.1.4. Presenciade cuerpos luteos y foliculos quisticos en el ovario

Ocampo y col. (1993) mencionan que la presencia de cuerpos liteos en los ovarios
afecta la calidad de los ovocitos recuperados, por lo que recomiendan no utilizar
ovarios con cuerpos luteos y desechar aquellos ovarios que presentan foliculos

quisticos.
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9.2.1.5. Método de recuperacion de los ovocitos

Para hembras sacrificadas en el matadero el método mas simple y comunmente
empleado es el de aspiracion de los complejos ovocito cumulus (COCs) ya sea con
el empleo de cédnulas unidas a bombas aspirantes o por jeringas. Los tamafios mas
usados de cénulas varian entre 18 a 21G con 2,5 cm de largo en jeringas de 10 ml.
(Palma y col. 1993; Iritani y Niwa 1977; Xu y Greve 1988) y la puncién del foliculo se

hace en forma lateral.

Al aspirar con jeringa, el liquido folicular y los ovocitos recolectados se coloca
directamente en una placa de Petri 0 en un tubo, para luego decantarlo, el
sobrenadante se elimina y se toma el decantado con 2 a 5 ml de liquido folicular con
ayuda de una pipeta de Pasteur. Se coloca en una placa de Petri, la cual debe
taparse todo el tiempo en que no se busque ovocitos a fin de evitar
contaminaciones. Se toma en cuenta que la exposicion excesiva de los ovocitos, en
el liquido folicular, a temperatura ambiente puede provocar la formacién de redes de

fibrina entre los COCs, inutilizado el producto de la recoleccién (Palmay col. 1993).

Fig. 1. Puncidn folicular, presentacion de la aguja sobre el lado lateral del foliculo

También se utiliza el método de Slicing o corte en el cual se fijan los ovarios con una
pinza hemostatica, luego se realizan cortes longitudinales y transversales con un
bisturi del nimero 22 en la superficie de un ovario colocado sobre una placa petri.
(Palma y col. 1993; Moor y Trounson 1977; Lu y col. 1988). La recuperacion de
ovocitos por diseccion de los foliculos es mas trabajosa que por aspiracion, asegura
la recuperacion de ovocitos exclusivamente de foliculos no atrésicos (Ding y col.
1992).

9.2.1.6. Criterio de seleccion de los complejos cumulus-ovocito (COCs)

Los ovocitos inmaduros recolectados para FIV se clasificaran con la intencion de

identificar uno o varios marcadores de calidad morfol6gica del complejo cumulus
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ovocito, con valor predictivo sobre las tasas de desarrollo de blastocistos. La

evaluacion morfoldgica se llevard a cabo con una lupa estereoscoépica de 40 y 60 X,

tomando en cuenta el aspecto del camulo y del citoplasma del ovocito. La seleccion

se efectla siguiendo dos criterios:

a.

b.

Aspecto citoplasmatico del ovocito: este debe poseer un citoplasma
granulado fino y uniforme, sin mostrar espacio perivitelino ni vacuolizaciones.
Aspecto y morfologia del cumulo celular que le rodea: no debe
encontrarse expandido ni disperso sino compacto y sin aglutinaciones. Varios
autores sefialan que se produce una mayor tasa de maduracién in vitro
cuando se seleccionan ovocitos que presentan las células de la corona
radiada claramente diferenciadas del resto del cimulo celular que rodea al
ovocito. (Leibfried y First 1979; Xu y col. 1987; Loos y col. 1992)

La clasificacion morfolégica de los ovocitos se lo realiza segun el nUmero de capas

de células del cimulo:

a.

- ® a O

Tipo |: rodeado de 6 capas compactas de células del camulo, con COCs
claro y transparente y citoplasma homogéneo

Tipo Il: rodeados de 4 a 6 capas celulares, poseen un Ooplasma con
granulacién mas gruesa que en el tipo |.

Tipo lll: Se encuentran parcialmente denudados en sus células del camulo.
Tipo IV: se encuentran denudados.

Tipo V: se encuentran atrésicos.

Tipo VI: se encuentran degenerados

9.2.2. Sistema de Maduracioén In Vitro de los Ovocitos

Las condiciones fisicas especificas del ambiente en el que se maduran los ovocitos

(osmolaridad, pH y composicion idnica del medio; temperatura y tension de CO, y O,

de la incubadora; volumen de cultivo; y tiempo de incubacién), asi como la mayor o

menor definicion del medio de maduracion utilizado (suero, células somaticas, etc.)

van a influir en la maduracién de los ovocitos.
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9.2.2.1. Condiciones de cultivo

a. Temperatura: los margenes de temperatura se encuentran entre 37 y 41°C,
aunque la temperatura 6ptima es de 39°C, coincidiendo con la temperatura

corporal de la especie (Leibfried-Rutledge y col. 1987).

b. pH: muchos sistemas enzimaticos del ovocito bovino so6lo actian a un pH muy
limitado, inhibiendo su actividad por debajo de 6,7 y por encima de 7,6. El pH se
regula, en el medio de maduracién, gracias a la concentracion de CO, y de
bicarbonato sodico. ElI pH 6ptimo se encuentra entre 7,2 y 7,4. 25mM de
bicarbonato sddico asegura el mantenimiento del pH, ademas de proveer un

mejor sustrato energético.

c. Atmosfera gaseosa: Esta juega un papel decisivo en el control de varias
funciones metabdlicas y del pH intra y extracelular. Todos los autores sefialan que
se emplea las siguiente mezcla gaseosas: 5% de CO,, 5% de O,y 90% N, con
una humedad cercana al 100%.

d. Duracion: La duracion del cultivo de maduracion, hasta alcanzar el estadio de
metafase Il, en ovocitos bovinos, varia segun distintos autores, la mayoria

establece un periodo de cultivo de 24 a 27 horas.

9.2.2.2. Medios de maduracion

Su objetico es asegurar el mantenimiento de los requisitos metabdlicos y energéticos
gue el ovocito necesita para su maduracion fuera del foliculo ovérico. Se destacan el
TCM- 199, HAM F-I0 y F-12 TALP, MEM, Medio de Waymouth, etc., estas son
formulaciones complejas de aminoacidos, sales organicas e inorganicas, vitaminas,
nucledtidos etc. El medio de cultivo condiciona el éxito de los sistemas de
fecundacion y el posterior desarrollo in vitro de los embriones (Rose y Bavister
1992).
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9.2.2.3. Modificaciones de los medios

Los medios de maduracion se suelen suplementar con sustancias que favorecen la
capacidad del ovocito para madurar in vitro como sueros, sustratos energéticos,
hormonas, factores de crecimiento etc.

a. Suero: El ovocito necesita un aporte exdgeno de nitrégeno de origen proteico,
gue no puede formar por si mismo, se puede utilizar suero sanguineo-Suero
Fetal Bovino (SFB) y Suero de Vaca en Estro (SVE), o alguno de sus derivados
como la Albumina Sérica Bovina (BSA). Eppig y col. (1983), sefalan ademas
que la suplementacion del medio con suero estimula la produccién de un factor
citoplasmatico que favorece la maduracion y la fecundacion de los ovocitos
madurados. Los sueros, se inactivan antes de su utilizacion, a (56°C durante
media hora) con el fin de desnaturalizar las proteinas del complemento, ya que
éstas pueden causar reacciones inmunes que impiden el desarrollo y

crecimiento normal del ovocito.

Sambuisso y Therfall (1989), sefialan que la composicion de suero de vaca en
estro cambia por las fluctuaciones endocrinas que se producen en este periodo
del ciclo estral, modificandose las concentraciones de sustancias que son

transferidas al ovocito, como una mayor concentracion de LH.

e Suero Fetal Bovino (FCS, fetal cow serum)
Se obtiene de fetos de 3 a 7 meses de gestacion (Lindl y Bauer 1994). La
sangre es centrifugada después de la coagulacion, el suero obtenido debe
tener bajo contenido de hemoglobina y endotoxinas. Posteriormente es
filtrado en columnas de 0,1 um de didmetro. En términos viroldégicos generales
es posible encontrar en el suero 17 virus distintos. Durante la recoleccion y la
centrifugacion del suero fetal pueden ocurrir contaminaciones con bacterias y

micoplasmas.

La filtracion y los controles de esterilidad del suero filtrado constituyen un
punto importante en el momento de elegir el producto. La contaminacion del
suero no procesado con bacterias Gram — es, generalmente la consecuencia

de negligencia durante la recoleccion y procesado, y conduce a la produccion
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de endotoxinas. Por ello es importante el adquirir suero certificado de origen,

libre de virus, micoplasmas y endotoxinas.

e Suero de vaca en estro

Luego de la extraccion de la sangre en tubos de cristales, éstos deben
agitarse vigorosamente para desencadenar la coagulaciéon. No se aconseja
reposar la sangre a 37°C, si la extraccion no asegura la recoleccion libre de
bacterias (Gram-). Centrifugar a 2000r durante 30 min. Se extrae el suero y se
vuelve a centrifugar en un nuevo tubo estéril. Los tubos con hemdlisis deben
ser descartados. El producto final es un suero amarillo y cristalino. Luego de
la ultima centrifugacion, se procede a fraccionar, filtrar (0,22um @) y se
conserva rapidamente a -80°C o -20°C. La eficaz recoleccion y manipulacion
no requiere de filtracion antes del envasado.

b.Otras sustancias: El ovocito, in vivo, utiliza el piruvato y el oxalato s6dico como
compuestos energéticos. Estos compuestos son transferidos, junto con otras
sustancias, a través de las uniones intercelulares que le relacionan con las células
del camulo Al iniciarse la maduracion in vitro, fuera del entorno folicular, se deben
suministrar en el medio de cultivo sustancias que permitan al camulo la formacién
de estos complejos energéticos. Por tanto se suministra piruvato sédico, lactato
sédico, glutamina, glucosa y bicarbonato sédico, este ultimo no solo mantiene un
pH adecuado también favorece la sintesis de piruvato sddico en las células del

cumulo.

9.2.2.4. Reguladores de la maduracion in vitro

a. Hormonas: En el foliculo ovéarico en crecimiento, se producen cambios regidos
por la secrecion y actuacion de las gonadotropinas, esteroides, factores de

crecimiento y otras moléculas.

e Gonadotropinas: La complementacion hormonal de los medios de MIV mejora la
maduracion nuclear y la expansion del camulo (Meinecke y col. 1979). Ademas,

las gonadotropinas ejercen una accion positiva sobre la formacién de pronucleo
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masculino (PNM). La adicion de gonadotropinas aumenta las tasas de

maduracion en diversas especies animales: hamster, coneja, oveja, cerda y vaca.

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 citopldsmica del ovocito. La gonadotropina coriénica humana (hCG)

se ha utilizado en los medios de maduracion en lugar de la LH.

La hormona foliculo estimulante (FSH) ha demostrado inducir la maduracién en
ovocitos de rata, coneja y vaca. Muchos autores indican que la FSH no es
imprescindible para la maduracion nuclear del ovocito pero tiene influencia en la
expansion del camulo celular (Sato y col. 1978; Leibfried y First 1979; Fukui y col.
1982). EI mecanismo mediante el cual las gonadotropinas actian sobre la

maduracién no esta aun claro.

Esteroides: Las acciones que ejercen estas hormonas en el proceso de
maduracion in vitro no son adn bien conocidas del todo, sin embargo, cuando se
afiladen esteroides a un medio de maduracién de ovocitos in vitro, algunos
autores no describen cambios importantes en la maduracion de ovocitos de vaca,

rata y cerda.

Los mas utilizados son el estradiol y la progesterona, estos completan la
maduracién nuclear y citoplasmatica. El estradiol por si solo parece no afectar a
la maduracion nuclear del ovocito, pero si influye en la maduracion citoplasmatica
y sobre todo en la fecundacion; se lo considera un factor importante para la

formacion del prondcleo masculino (Fukui y col. 1982).

El 17-B-estradiol se incluye normalmente en los medios de maduracion in vitro a
razon de 1 ug/ml, aunque se desconoce su importancia y su mecanismo de
accion. No obstante, otros estudios recientes indican que los estrégenos afectan
negativamente a la maduracion nuclear de los ovocitos bovinos, provocando una
disminucién de la proporcion de ovocitos que alcanzan la metafase Il y de
blastocistos obtenidos, al tiempo que incrementan la frecuencia de anomalias

nucleares. Sin embargo, la presencia de suero y FSH en el medio neutraliza el
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efecto negativo de los estrégenos lo que podria explicar la dificultad para
observar estos efectos adversos (Herradon y col. 2007).

La progesterona sobre los occitos bovinos no describe ningan efecto positivo
(Fukushima y Fukui 1985). La variedad de los efectos descritos por la adicién
exdgena de hormonas en los medios de maduracion de ovocitos in vitro es tan
grande que, incluso, hay autores que sefalan que el tipo de accion hormonal

depende del medio de cultivo empleado (Fukui y col. 1985).

e Otras: Ademas de las hormonas citadas anteriormente, la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y sus agonistas han demostrado estimular la maduracion
de ovocitos en rata (Hillensjo y Maire 1980). Por otro lado, estudios recientes
indican que la hormona estimulante del tiroides (TSH) puede influir en la posible
regulacion de la maduracién, ya que el afiadirlos a medios de maduracién in vitro
aumenta la expansion del cimulo y la tasa de maduracion en ovocitos bovinos
(Younis y Brackett 1992).

b. Sistema AMPc: el sistema que regula los niveles de adenosin mono fosfato
ciclico (AMPc), en el interior del ovocito, es el encargado de mantener su nucleo
en reposo meiotico (GV), esto se ha comprobado en animales de laboratorio. En
este mecanismo de regulacibn dos enzimas actian aumentando y luego
disminuyendo las concentraciones de AMPc. 1.) la adenilato-ciclasa origina una
elevacion de los niveles de APMc intracelular, 2.) fosfodiesterasa (PDE) actia

disminuyéndola.

Por lo tanto, cuando se afiaden, al medio de maduracién, agentes que estimulan
la actividad de la adenilato-ciclasa o sustancias que inhiben la accién de la PDE,
aumentan los niveles intracelulares de AMPc en el ovocito. Entre los primeros, el
foskolin y entre los segundos, la isobutilxantina (Sirard y col. 1990). De la misma
manera, todos los andalogos estructurales del AMPc, como el dibutiril AMPc
(dbcAMP) o el 8-bromo AMPc también inhiben la activacion de la meiosis (GVBD)
(Sirard y col. 1992). El mecanismo intrinseco del proceso de desactivacion y

activacion meidtica es la regulacion ejercida por una protein—quinasa (PKC), la
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cual fosforiliza una proteina desconocida, que es la encargada de mantener la
pausa meiotica (GV).

Cuando bajan los niveles intracelulares de AMPc en el ovocito también
disminuyen los de PKC, y la proteina se desfosforiliza, 1o cual da como resultado
la activacion meiotica del ovocito (GVBD) (Bonslaeger y col. 1986). Los altos
niveles de AMPc, inducidos por las gonadotropinas, rompen las uniones
intercelulares en el camulo con el ovocito y, en consecuencia, el flujo de AMPc se

interrumpe activandose la meiosis.

Ademas del AMPc, moléculas como la hipoxantina y la adenosina, presentes en el
liquido folicular de ovocitos inmaduros, ejercen también un efecto inhibidor sobre
la activacion de la meiosis del ovocito (Downs y col. 1985), también sustancias
como el OMI, GCF o sustancia similar a la sustancia inhibidora de la maduracion
(MIS).

9.2.3. Descripcion del Ovocito Maduro

9.2.3.1. Morfologia del ovocito inmaduro

El ovocito, aislado de su foliculo presenta un ndcleo grande, situado periféricamente,
rodeado de la membrana nuclear y con un nucleolo apenas visible, en los ovocitos
bovinos. Este estado nuclear se corresponde con el estadio de dictiato meiotico. Los
organulos citoplasmaticos se distribuyen por todo el citoplasma de la célula, las
mitocondrias se localizan en la periferia, mientras que en posicién central se
encuentran granulos corticales, reticulo endoplasmico rugoso (REr), aparato de
Golgi y vesiculas lisosomales. El espacio perivitelino (EPV) no existe o es muy
pequefio y la zona pellcida se encuentra atravesada por las prolongaciones de las
células de la corona radiada, constituyéndose como uniones intercelulares. El
ovocito inmaduro presenta el cimulo celular compacto e incluso dificulta la vision del

propio ovocito (Leibiried y First 1979).
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9.2.3.2. Morfologia durante la maduracion

El inicio de la maduracion esta marcado por cambios nucleares y citoplasmaticos, en
ovocitos bovinos ocurre entre las 3 y 6 horas del comienzo de la maduracion,
empiezan con cambios en el nucleo del ovocito y culminan con la desaparicion de la
membrana nuclear (GVBD). De 12 a 16 horas, se llega al estadio de metafase; y de
19 a las 24 horas se produce la extrusion del primer corpusculo polar al EPV,
llegando al estadio de metafase Il, donde se detiene nuclearmente la meiosis, en

espera de que ocurra la fecundacion.

Dentro de los cambios citoplasmaticos se habla de una elevada actividad de sintesis
proteica y una reordenacion de los sistemas de microtubulos, debido a la intensa
actividad cromosomica, existe también un agrupamiento de las mitocondrias y los
granulos corticales que comienzan a situarse periféricamente. Las uniones
intercelulares, comienzan a retraerse a las 3 horas de iniciada la maduracion y a las

18 horas s6lo quedan restos.

Entre las 10 y 12 horas, del comienzo de la maduracién, el camulo que rodea el
ovocito comienza su expansion, que llega a ser maxima a las 18 horas del inicio del
cultivo. La expansion se debe a la mucificacion entre las células, por la presencia de
acido hialurénico en la matriz intercelular y, también, a la posible presencia de un
factor desconocido que favorece la expansion y que se transfiere desde el mismo
ovocito hasta el cimulo (Buccione y col. 1990).

9.2.3.3. Morfologia del ovocito maduro

Se caracteriza por la expansion total del camulo celular y por la presencia del primer
corpusculo polar en el EPV. A nivel nuclear, los cromosomas presentan la
configuracion de metafase Il. Los cambios citoplasmaticos no se completan hasta las
30 horas de haber comenzado la maduracion, aunque nuclearmente la maduracion

finaliza a las 24 horas.

Dentro de los cambios citoplasmaticos incluyen la colocacién de los granulos

corticales a la periferia, situandose bajo la membrana plasmatica; y del agrupamiento
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de mitocondrias y REr en cisternas de gran tamafo. En esta fase final sigue
existiendo una alta actividad de sintesis proteica con el fin de preparar al ovocito
nuclear y citoplasmaticamente, para la fecundacion (Moor y Gandolfi 1987; de Loos y
col. 1992).

9.3. PROTOCOLOS DE MADURACION IN VITRO DE EMBRIONES

9.3.1. Recoleccién de Ovarios

Los ovarios se recolectan después de la faena. El transporte de los ovarios se
realiza en solucion fisioldgica (0,9% NaCl) a temperatura ambiente. En el laboratorio,

se lavan los ovarios y se los libera de tejidos acompafiantes (si los hubiere).

9.3.2. Obtencidon de Ovocitos

a. En el laboratorio se los lava con un masaje severo hasta que la solucion salina
a 38.5° C se torne clara, con dos o tres cambios de esta y se los coloca en un
contenedor plastico de 1 litro, con solucion salina a 38.5° C

b. Se sujeta los ovarios por la base con una pinza de hemostasia

c. Para la aspiracion se puncionan todos los foliculos terciarios visibles que
posean un tamafio comprendido entre 2-6 mm de diametro.

d. Luego se incide los foliculos en sentido vertical y horizontal por todo la ancho y
largo del ovario

e. Se recibe el fluido folicular y sangre en el medio de coleccion de ovocitos
(OCM), medio TCM-199 (sin rojo de fenol, y sin glutamina), no se colecta los
foliculos de 10 ml o mas (no incidirlos) ni seccionar los cuerpos luteos.

f. Se sumerge los ovarios dentro del OCM, se agita vigorosamente y se exprime.

g. El liquido folicular con los ovocitos se deja sedimentar por 15 minutos antes de
aislar los complejos cumulus-ovaocito.

h. El contenido se coloca a bafio maria (38° C) por minimo 5 minutos para que
precipiten los CCOs,

i. Con una pipeta Pasteur se aspira el sedimento de CCOs del fondo del tubo y

depositar dentro del filtro celular
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J. Con una jeringuilla de 10 ml con OCM se riega la base del filtro y las paredes
con este invertido sobre la placa que contendra 2ml de OCM precalentado

k. Se recolecta los Complejos Cumulos Ovocitos (CCOs) tan rapido como sea
posible.

[. Continuar lavando y transfiriendo los CCOs en cada compartimento de la placa
X, dejando atrés los desechos, procurar en cada paso llevarlos o mas limpios
posible, repetir la operacion, después de lavar por dos o tres veces los CCOs

deben quedar sin despojos.

9.3.3. Seleccion y Clasificacion de los Ovocitos

La clasificacion morfolégica de los ovocitos se lo realiza segun el nUmero de capas
de células del camulo transfiriéndolos a una placa X nueva segun las caracteristicas
de los mismos:

a. Tipo I: rodeado de 6 capas compactas de células del cimulo, con COCs claro

y transparente y citoplasma homogéneo

b. Tipo IlI: rodeados de 4 a 6 capas celulares, poseen un Ooplasma con
granulacién mas gruesa que en el tipo |.
Tipo Ill: Se encuentran parcialmente denudados en sus células del cumulo.
Tipo IV: se encuentran denudados.

Tipo V: se encuentran atrésicos.

- 0o o O

Tipo VI: se encuentran degenerados

9.3.4. Recoleccién del Suero de Vaca en Estro (SVE)

Luego de la extraccion de la sangre en tubos de cristales, éstos deben agitarse
vigorosamente para desencadenar la coagulacion. Se centrifugara a 2000r durante
30 min. Se extraera el suero y se vuelve a centrifugar en un nuevo tubo estéril. Los
tubos con hemolisis se descartaran. Finalmente se procedera a conservar a -20°C.

9.3.5. Maduracién de los Ovocitos

a. Con anterioridad se preparard el medio de cultivo celular y se le afiadira en el

suero de vaca en estro.
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Los ovocitos se colocaran en placas de cultivo de 4 cavidades con 100-400 pl
de medio de maduracion. Se colocaran entre 30-40 ovocitos/cavidad.

Se colocara la placa conteniendo los ovocitos en el medio de maduracién en la
estufa incubadora a 38,5° C y 5% CO, en el aire durante 18-24h.

TRABAJOS RELACIONADOS

Gonzalez N.; Echegaray A.; Gil L.; y Falceto M.V. del Departamento de
Patologia Animal (Reproduccién y Obstetricia) de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de Zaragoza 2000, realizo el siguiente proyecto Efecto del
17R-estradiol en la maduracién y fecundacion in vitro de ovocitos bovinos
obtenidos de novillas sacrificadas en el matadero.

En este trabajo se ha valorado la influencia del 173-estradiol en la maduracion
de ovocitos bovinos, previa al proceso de fecundacion in vitro. Para ello se
han utilizado ovarios procedentes de novillas sacrificadas en matadero, de los

cuales se han obtenido los ovocitos para ser madurados y fecundados in vitro.

Para comprobar el efecto del 173-estradiol sobre los ovocitos se utilizaron dos
tipos de medios: uno de composicion compleja, el TCM 199 y otro de
composicién simple, el TALP. Ambos se suplementaron con altas dosis de
17R3-estradiol durante los lavados previos a la maduracion in vitro. Los
resultados reflejan que estas dosis elevadas durante los lavados tienen un
efecto positivo sobre la maduracién ovocitaria: un 46,93% y un 45,83% de
ovocitos maduros (en TCM 199 y TALP respectivamente) frente a un 37,5% y
un 33,3% en los tratamientos control, sin 17[3-estradiol ni en los lavados ni
durante la maduracion. En la fecundacion in vitro y en la capacitacion

espermatica se utilizo el medio TALP.

Los resultados muestran que un medio simple, como el TALP, es valido para
soportar tanto la maduracion como la fecundacion in vitro, obteniéndose con
este medio un 69,23% de ovocitos normalmente fecundados, dentro de los

ovocitos que maduraron. En segundo lugar, se sita un medio complejo, el
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TCM 199, utilizando 17R3-estradiol en los lavados previos a la maduracion, con

un 44,4% de ovocitos normalmente fecundados.

Erika Patricia Azorin Vega de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la
Universidad Autonoma Metropolitana de la Unidad de Iztapalapa 2003,
realizd el trabajo sobre “Estandarizacion de la técnica de cultivo in vitro de
embriones de Hamster’, cuyos objetivos fueron de estandarizar las
condiciones que se requieren para lograr el cultivo in vitro de embriones de

hamster de ocho blastémeros.

Se obtuvo los siguientes resultados: se prepararon diferentes medios, excepto
el M2 que se utiliz6 comercial, y se midieron algunas de sus propiedades

fisicas:

Medio PH Osm

M2 7.5 275
TALP 8-84 286 - 289
HECM-6 T6-8 280 - 282
HECM-9 | 75-7.7 | 278 -282
TABLA 1. Propiedades fisicas iniciales de los medios

La coleccion de los embriones del grupo experimental 1 se hizo de las 65-67
horas postcoito. Se obtuvieron un total 88 embriones (7.3 embriones/hembra)
de los cuales 65 fueron cultivados (74%). Los embriones de 8 células fueron
predominantes (78, 86%), y en menor cantidad embriones de 7 blastomeros
(5,7%) y Mérulas (5, 7%).

Después de 24 horas de cultivo los embriones permanecieron sin cambios. A

48 horas, algunos presentaban vesiculas pero sin desarrollo y con un pH

constante.
Medio PHonician | PHi2 nes incumacion)
TALPy e 5—-88 8.5-88
TALP:gsa F71—78 |T6-T7.7
TALP ssavautsse. privice | 7-6—7.7 [7.5-T.6

Se realizo modificacion del pH inicial y después de 2 hrs. de incubacion en el
medio TALP. Se obtuvieron 57 embriones (8.1 embriones/hembra) de los
cuales se cultivaron 24 (42%). Los embriones de 8 blastomeros predominaron
(81%) y en menor cantidad morulas (11,19%). A las 6 horas de incubacion los

embriones se mostraron ligeramente fragmentados y en las horas siguientes
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aumento este dafio, aun y cuando el pH del medio a las 2 horas fue de 7.6 y
se mantuvo en 7.5 hasta las 48 horas.

En el grupo 3 se obtuvieron 130 embriones (5.9 embriones/hembra), de estos
se cultivaron 59 (45%). Predominaron los embriones de 8 blastomeros (48%),
seguido por las morulas (57,44%) y algunos de 2 a 7 blastomeros (10.8%). La
morfologia de los embriones en cultivo se alterd; a las 6 horas presentaban
fragmentacion y a las 12 horas estaban completamente degenerados. El pH
del medio se redujo (7- 7.2). A las 24 horas de incubacion se hizo cambio de

medio pero el aspecto de los embriones no mejoro.

En las hembras del grupo 4 tratadas con HECM-9, se obtuvieron 141
embriones (7 embriones/hembra) de los cuales 57 se incubaron con la adicién
de aminoacidos diluidos individualmente (40%) y 21 (15%) con mezcla de
aminoacidos. Predominaron los embriones de 8 blastbmeros (80, 57%) y en
menor cantidad morulas (51, 36%) y embriones de 2 a 7 blastbmeros (10,
7%).

Concepcion Ahuja Aguirre, Felipe Montiel Palacios, Ponciano Pérez
Hernandez y Jaime de Postgraduados, Campus Veracruz, Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Veracruzana. Veracruz,
México, 2009, realizaron el siguiente trabajo “Medio alternativo para la

produccion in vitro de embriones bovinos”.

Se evalud la tasa de desarrollo de blastocistos bovinos producidos in vitro
utilizando medio de cultivo convencional para embriones bovinos y medio de
cultivo para produccion in vitro (PIV) de embriones humanos. Se obtuvieron
ovocitos por aspiracion de ovarios de vacas Cebu sacrificadas en matadero,
se maduraron y fertilizaron. Se cultivaron por 48 h en medio KSOM o en
medio HTF modificado. Entre los 7 a 9 dias post-FIV, se evaluo el desarrollo
embrionario a etapa de blastocisto. La tasa de maduracion in vitro fue 89,7%.
La tasa de division fue 82,3% para ovocitos cultivados en KSOM y de 80,1%
para ovocitos cultivados en HTF (P>0,05). La tasa de desarrollo de

blastocistos fue 31,6% para embriones cultivados en KSOM y 29,5% para
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embriones cultivados en HTF/IVC-Two/IVC-Three (P>0,05). En conclusion, las
tasas de desarrollo in vitro de blastocistos bovinos fueron similares para los
embriones cultivados en un medio convencional para PIV de embriones
bovinos y para los embriones cultivados en medios utilizados para PIV de
embriones humanos, por lo que ambos tipos de medios pueden utilizarse para

la PIV de embriones bovinos con resultados aceptables.



10. MATERIALES Y METODOS

10.1. MATERIALES

10.1.1.

10.1.2.

De Campo

Termo para el transporte de los ovarios con solucion salina
Guantes descartables

Ovario de vacas de matadero

Tijeras y bisturi

De Laboratorio

10.1.2.1. Equipo e instrumental

Lupa estereoscopica

Céamara de flujo laminar

Bafio termostatico

Incubadora de CO, y O, con camisa de agua
Balanza analitica

Pipetas automaticas

Platina térmica

Jeringas descartables de 2ml, 5 ml y 10 ml. y agujas descartables de
18G

Tubos para centrifuga
Placas de Petri

Vasos de precipitacion
Filtros 0,22 um de diametro
Guantes descartables

Guillets

10.1.2.2. Medios de cultivo y soluciones

e Solucién salina al 0,9 %

e Tampon fosfato salino modificado (PBSM)

e Medio de maduracion TCM- 199
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e Medio de maduracion Ham's F 12
e Suero de vaca en estro (SVE)

e Metanol absoluto

e Acido acético glacial

e Orceina acética

e Aceite mineral

10.1.3. De Oficina
e Computadora e impresora
e Lépicesy esferogréficos
e Calculadora
e Hojas de papel
e Memoria flash
e Libreta

e Céamara fotografica

10.2. METODOS

10.2.1. Ubicacion

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fertilizacion In Vitro del Centro de
Biotecnologia Reproductiva Animal (CEBIREA), perteneciente a la Universidad
Nacional de Loja, localizado en la Ciudadela Universitaria “La Argelia”, a 2100
msnm, a una Latitud: 04° 01’ 50” Sur y una Longitud: 79° 11’ 58” Oeste, con una
precipitacion anual de 769.7 mm. Se encuentra dentro de la formacion ecoldgica
Bosque Seco Montano Bajo, el viento tiene direccidn sur- norte con una velocidad de
3.5 m/s y con una temperatura promedio que fluctia entre 13.6 a 16.2°C. (Gonzalez
2009)

10.2.2. Seleccién de Ovario y Tamafo de la Muestra

Se recolectaron ovarios de bovinos tipo leche en el matadero de la Ciudad de Loja,

de estos se escogieron ovarios funcionales que poseian foliculos en diversas fases
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de crecimiento, para cada tratamiento se utilizaron diez (10) ovarios y cada ovario
constituyd una repeticion, por lo tanto existieron diez repeticiones para los seis
tratamientos estudiados, estos fueron seleccionados considerando su tamafio,

desarrollo folicular y la no presencia de cuerpos luteos.

10.2.3. Periodo de Entrenamiento

Se realizé un periodo de entrenamiento de dos semanas en el Laboratorio de
Fertilizacion In Vitro del CEBIREA, en la cual se realizaron las siguientes actividades:
recoleccion de ovarios, extraccion y clasificacion de ovocitos, maduracion in vitro,
fijacion y tincion de ovocitos expandidos; y evaluaciéon de la expansion en el

microscopio.

10.2.4. Recoleccién y Transporte de Ovarios

Los ovarios se recolectaron luego de la faena, se escogieron ovarios funcionales que
poseian foliculos en diversas fases de crecimiento, en el matadero de la Ciudad de
Loja, de vacas y vaquillonas no prefiadas tipo leche y fueron colocados en termos
con solucién salina estéril (0.9% de NaCl) a una temperatura de 37°C, una vez en el
laboratorio se escogieron a los mejores ovarios, se eliminé todo el tejido conectivo
gue sujeta al ovario, se pesaron, cada uno de ellos y se seleccionaron los que no
poseian cuerpos liteos y cuyos pesos se encontraban entre 4 -10 g posteriormente

se realizaron los siguientes pasos:

10.2.5. Obtencién, Seleccién y Clasificacion de Ovocitos

¢ Se incidieron los foliculos con el guillet en sentido vertical, luego horizontal,
por todo lo ancho y largo del ovario.

e Con ayuda de una jeringa de 60ml se lavo a presién el ovario

e Lo recolectado se coloc6 en una caja petri para su observacion y recoleccion
de los ovocitos.

¢ Su clasificacion morfoldgica fue de la siguiente manera:
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o Tipo I: rodeado de 6 o mas capas compactas de células del camulo, con
COCs claro y transparente y citoplasma homogéneo

o Tipo II: rodeados de 4 a 6 capas celulares, poseen un citoplasma con
granulacion mas gruesa que en el tipo 1.

o Tipo lll: Se encuentran parcialmente denudados en sus células del

cumulo.

Para identificar el nimero de ovocitos viables se utilizo la lupa estereoscoépica donde
se los selecciono y clasifico; y se los relaciond con el nimero de ovocitos obtenidos

por cada ovario.

10.2.6. Recoleccién del Suero de Vaca en Estro (SVE)

Se extrajo la sangre en tubos de cristales de 10 ml, se lo centrifugé a 2000 r.p.m
durante 30 min. Se extrajo el suero y se lo volvié a centrifugar en un nuevo tubo

estéril y se procedio a conservar a -20°C.

10.2.7. Maduracién In Vitro de los Ovocitos

El SVE se incorporo el dia del cultivo

b. Se prepar6 dos horas antes las placas de cultivo, realizando gotas de 50 pl del
medios de maduracion correspondiente, 5 ul de suero de vaca en estro, y se lo
cubrié con una gota de aceite mineral

c. Se albergo6 alrededor de 10 ovocitos/gota dependiendo del tipo correspondiente

d. Se colocé en la incubadora a una temperatura de 39° C, con una atmosfera
gaseosa de 5% de CO, 5% de O, y con una humedad relativa del 100%
durante 24 horas.

e. Se extrajo los ovocitos madurados y se los colocdé en una caja petri y se
procedié a lavarlos continuamente con la solucion PBS.

f. Se coloco los ovocitos expandidos en placas portaobjetos y se los sumergio en
una solucion fijadora (metanol absoluto-acido acético glacial, 3:1) durante 24h.

a. Se seco6 las placas con papel absorbente y se colocdé una gota de tintura
(orceina acética 45 ml, agua desionizada 45ml y agua bidestilada 55ml), se
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cubri6 con una placa cubreobjetos para observar los resultados en el

microscopio con lente de 40X.

La evaluacion del grado de expansion del cumulo celular se la realizo en base a los

criterios de expansion:

- Expansion nula. No existe expansion apreciable del cimulo.
+ Pequeiia expansion de aproximadamente un diametro del ovocito.
++ Expansion apreciable, de unos dos diametros del ovocito.
+++ Expansion maxima, de mas de tres didmetros del ovocito, e incluso de

las células de la corona radiada

10.2.8. Procedimiento para la Evaluacion de la Expansién de Ovocitos

con los Medios de Maduracion

10.2.8.1. Disefio experimental

Para evaluar el efecto de los medios de maduracién sobre la expansion de los
ovocitos se utilizé6 un arreglo factorial 2 x 3 (medios de maduracion x tipos de
ovocitos) dispuesto en un disefio completamente Randomizado, dando un total de
seis tratamientos con diez repeticiones, en donde cada ovario se lo consider6 como

una unidad experimental.

10.2.8.2. Factores y niveles en estudio

Se evaluaron dos factores: medios de maduracion con dos niveles: medio TCM-199
y medio Ham's F-12; y tipo de ovocito con tres niveles, tipos de ovocitos. Los

factores y niveles se presentan en el siguiente cuadro.

Los tipos se describen en el numeral 3.2.5 y los medios de maduracion TCM-199 y

Ham's F-12 se presentan en el anexo 1y 2, respectivamente.
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Cuadrol. Resumen de factores y niveles en estudio

FACTORES NIVEL (Tipo de ovocito)
_ _ TCM-199
Medios de Maduracion
Ham's F-12
Tipo |
Tipos de ovocitos Tipo Il
Tipo I

10.2.8.3. Tratamientos

De la combinacion de los dos medios y los tres tipos se obtienen seis tratamientos.

Cuadro 2. Tratamientos

TRATAMIENTOS
A : medio TCM + ovaocitos tipo |
B: medio TCM + ovocitos tipo Il
C: medio TCM + ovocitos tipo

D: medio Ham’s + ovaocitos tipo |

E: medio Ham’s + ovocitos tipo |l

F: medio Ham’s + ovaocitos tipo I

10.3. VARIABLES EN ESTUDIO

Durante el presente trabajo de investigacion se estudiaron las siguientes variables:

e Numero de ovocitos obtenidos.

Calidad y viabilidad de ovocitos.
Grado de expansion de las células del cumulo en los tres tipos de

ovocitos con dos medios de maduracion.
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10.4. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

10.4.1. Anadlisis e Interpretacion

Para las variables 1 y 2 relacionados con el numero, calidad y viabilidad de los
ovocitos se obtuvo promedios, porcentajes, desviacion estandar y coeficiente de

variabilidad.

Para evaluar el efecto de los medios sobre la expansion de las células del cimulo
sobre los tres tipos de ovocitos se realizoé un analisis de varianza mediante la prueba

de F y la prueba de Duncan para la comparacion entre promedios.

Cada una de las variables fue analizada y los resultados obtenidos se los

compararon con datos de otras investigaciones.

10.4.2. Presentacion de Resultados

Los resultados obtenidos se presentaron en cuadros estadisticos, en forma textual y

con su correspondiente representacion gréfica.

10.5. REDACCION DEL INFORME FINAL Y SOCIALIZACION.

En el informe final se presentd por escrito siguiendo el esquema de presentacion de
tesis de la UNL. Una vez obtenidos los resultados se difundio a través de una charla
a los dos ultimos modulos de la Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia y se
elaboro un triptico (Anexo 3), con la finalidad de compartir las experiencias obtenidas
durante el trabajo de investigacion.



11. RESULTADOS

Los resultados obtenidos se analizaron de acuerdo a las variables planteadas en la
investigacion. En primer lugar, se indica el porcentaje de recuperacion de ovocitos
respecto al nimero de ovarios utilizados. En segundo lugar, se expone el porcentaje
de ovocitos viables respecto al nimero de ovocitos recuperados. Finalmente, las
cifras del grado de expansion de las células del camulos alcanzadas luego de la

maduracion in vitro de ovocitos de acuerdo a cada tratamiento aplicado.

11.1. NUMERO DE OVOCITOS POR OVARIO

Se seleccionaron y diseccionaron 60 ovarios funcionales (Anexo 4), sin la presencia
de cuerpos luteos y cuyos pesos se encontraban entre 4 -10 g, se aplicé la técnica
de obtencion de ovocitos, y se realizd el conteo de estos utilizando una lupa

estereoscopica, en el cuadro 3, se presenta los resultados de esta variable.

Cuadro 3. Numero de ovocitos recuperados en cada uno de los 60 ovarios
estudiados.

1 29 11 14 21 29 31 27 41 24 51 27
2 24 12 43 22 16 32 29 42 29 52 31
3 29 13 39 23 26 33 39 43 18 53 39
4 18 14 16 24 29 34 16 44 17 54 16
5 17 15 9 25 17 35 9 45 19 55 9
6 36 16 4 26 36 36 4 46 17 56 4
7 19 17 38 27 19 37 38 47 25 57 38
8 17 18 20 28 17 38 20 48 10 58 20
9 25 19 27 29 25 39 27 49 10 59 27
10 10 20 20 30 10 40 20 50 26 60 20

Total de ovocitos 1333

Promedio 22
Rango 13-32
S 9,68
Cv 44%
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Se recuperaron 1333 ovocitos en los 60 ovarios diseccionados, produciendo una
media de 22 ovocitos/ovario y un rango de 13 a 32, una desviacidén estandar (s) de

9,68; mientras que el coeficiente de variacion (CV) de 44%.

11.2. CALIDAD Y VIABILIDAD DE OVOCITOS.

11.2.1. Calidad de Ovocitos

Luego de obtener los ovocitos se procedio a seleccionarlos y clasificarlos de acuerdo
al numero de capas de células del cumulus y la apariencia del citoplasma. Los
resultados obtenidos por tipo de ovocitos en cada uno de los 60 ovarios se

presentan en el Anexo5, los mismos que se resumen de la siguiente manera.

o Ovaocitos tipo I: fueron aquellos que se encontraban rodeados de 6 0 mas
capas compactas de células del camulo, con COCs claro y transparente y
citoplasma homogéneo (Figura 2). De los 1333 ovocitos recuperados 386

correspondieron a esta categoria, con un promedio de 6/ ovario.

—————————————————————

Figura 2. Fotografias de ovocitos tipo I. Notese seis capas de las células del

cumulo y en su centro el citoplasma con granulaciones homogéneas.

o Ovocitos tipo II: fueron aquellos rodeados de 4 a 6 capas celulares, con un
citoplasma con granulacibn mas gruesa que en el tipo | (figura 3). Se
encontraron un namero de 457, equivalente a 8/ovario.
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Figura 3. Fotografias de ovocitos tipo Il. Se observan cuatro capas de células

del cimulo y un citoplasma homogéneo.

o Ovocitos tipo lll: estos se encontraron parcialmente denudados en sus
células del camulo (Figura 4), de un total de 397 se obtuvo un promedio

de 7/ovario.

B
N—

Figura 4. Fotografias de ovocitos tipo lll, con una sola capa de células del

cumulo.

o Ovocitos tipo 1V: estuvieron degenerados y totalmente desnudos (Figura

5), se encontraron 93 que corresponde a 1/ovario.

Figura 5. Fotografia de ovocitos tipo V. Nétese el citoplasma degenerado.
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Estos resultados se resumen en el siguiente cuadro.

Cuadro 4. Promedio y porcentajes de los ovocitos segun el tipo.

Desviacion
estandar

Tipo Total Porcentaje Promedio/ovario

Ovocitos tipo | 27
Ovocitos tipo Il 457 36 8 4,54 57%
Ovocitos tipo llI 1240 32 7 3, 68 53%
Ovocitos tipo IV 93 5 1 3,50 35%
TOTAL 1333 100 22

Clasificacién de los ovocitos
Tipo IV

Figura 6. Porcentaje de ovocitos segun el tipo

En la presente investigacion, del 100% de ovocitos, el 27% correspondioé a ovocitos
tipo |I; 36% ovocitos tipo Il; y 32% ovocitos tipo 11l y 5% ovocitos tipo IV (Figura 6)

11.2.2. Viabilidad de los Ovocitos

De todos los ovocitos recuperados, se seleccionaron como aptos para el cultivo de
maduracion in vitro un 95%, que corresponde a 21 ovocitos por ovario. El 5%
restante corresponde a ovocitos tipo 1V o no viables, los mismos que se encontraron

degenerados.



51

La amplitud de la variacion del promedio total fue de 11 para el limite menor y 31
para el mayor. La desviacion estandar (s) fue de 9,79; mientras que el coeficiente de

variacion de 47%.

Ovocitos viables para maduracion in
vitro

Figura 7. Porcentaje de ovocitos viables por ovario

En la investigacion del 100% de ovocitos viables, el 29% correspondié a ovocitos

tipo 1; 38% ovocitos tipo II; y 33% ovocitos tipo Ill. (Figura 7)
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11.3. GRADO DE EXPANSION DE LAS CELULAS DEL CUMULO SEGUN TIPO DE OVOCITOS Y MEDIO DE MADURACION

11.3.1. Expansién de las Células del Cumulo de los Ovocitos Aptos Para FIV

Una vez que se determind la calidad y viabilidad de los ovocitos, se aplicaron los medios de maduracion correspondientes, de

acuerdo al disefio establecido y a los resultados del grado de expansion, se obtuvieron los siguientes resultados:

Cuadro 5. Porcentaje del grado de expansion de las células del cumulo en los tres tipos de ovocitos con dos medios de

maduraciéon

HAMS % HAMS % HAMS %
65,9 72,8 38,3 47,3 33,5 47,3
11,0 11,5 29,1 16,1 24,4 12,1
0,0 6,4 17,0 27,0 15,4 18,5
23,1 9,4 15,6 9,6 26,8 22,1
76,9 84,3 67,4 63,4 57,9 59,4
23,1 15,7 32,6 36,6 42,1 40,6

Imagenes de los cuatro grados de expansion se presentan en el Anexo 6.
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Los porcentajes de la expansion del camulo celular de ovocitos tipo I, Il y Il con la aplicacion de los dos medios de maduracion, asi

como la significacidon estadistica se presenta en el siguiente cuadro:

Cuadro 6. Porcentaje de ovocitos expandidos aptos para Fertilizacion In Vitro (FIV), en los tipo I, Il, y lll, con los dos medios de

maduracion
Porcentaje .
: : Repeticiones de ovocitos Ul B
Medio de Tipo de ' expandidos
. : expandidos
maduracién , ovocito no aptos
aptos para
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 FIV para FIV
Tipo | 50,0 | 40,0 | 100,0 | 66,7 | 80,0 | 85,7 |100,0 | 100,0 | 80,0 | 66,7 76,92 23,12
TCM-199 Tipo Il 80,0 | 69,2 | 50,0 | 33,3 | 68,8 | 66,7 | 87,5 | 90,0 | 75,0 | 53,3 67,4 32,6"
Tipo Il 44,4 | 72,7 | 72,7 | 50,0 | 20,0 | 80,0 |100,0| 0,0 | 50,0 | 88,9 57,9° 42,1°
Promedio | 58,1 | 60,7 | 74,2 | 50,0 | 56,3 | 77,5 | 95,8 | 63,3 | 68,3 | 69,6 67,4 32,6
Tipo | 50,0 | 100,0| 70,0 | 100,0 | 33,3 |100,0| 89,5 | 100,0 | 100,0 | 100,0 84,3% 15,72
Ham's F-12 Tipo Il 33,3 | 72,7 | 545 | 50,0 |100,0| 0,0 | 90,0 | 100,0| 66,7 | 66,7 63,4" 36,6°
Tipo Il 40,0 | 55,6 | 62,5 | 100,0 | 33,3 | 50,0 | 44,4 | 83,3 | 75,0 | 50,0 59,4° 40,6°
Promedio | 41,1 | 76,1 | 62,3 | 83,3 | 55,6 | 50,0 | 74,6 | 94,4 | 80,6 | 72,2 69 31
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En el cuadro 6 se presenta el resumen del analisis de varianza de los porcentaje de
ovocitos aptos para FIV obtenidos en los tres tipos de ovocitos con los dos medios
de maduracion con 10 repeticiones (ovarios), utilizando un arreglo factorial 2x3

(medios x tipos ):

Cuadro 7. Analisis estadistico del porcentaje de ovocitos expandidos aptos para

fertilizacion in vitro (FIV)

ADEVA
FV GL SC c™m Fc F 0,05 F0,01

Tratamientos 5 5412,9 1082,6 30,62** 2,4 3,41
Medios 1 354 354 0,01 4,03 7,17
Tipos 2 5049,6 2524.,8 15,40%** 3,18 5,06
Medios x tipos 2 328,0 164,0 0,24 3,18 5,06
Error 49 33652,0 686,8

TOTAL 59 44477,9

Existe diferencia estadistica altamente significativa, entre tratamientos y entre tipos
de ovocitos, y la interaccion medios x tipos no es significativa; por lo tanto se puede
decir que el efecto de los medios ha sido similar en cada uno de los tipos de
ovocitos. Del mismo modo no se presento diferencia estadistica entre medios, sin
embargo el medio Ham's fue ligeramente mayor con una pequefia diferencia que
estadisticamente no se detecto. La prueba de Duncan de los tratamientos se la

puede observar en el Anexo 7.
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En la figura 8 se grafica el promedio del porcentaje obtenido con cada uno de los
tratamientos de la expansion in vitro de los ovocitos tipo I, 11 y Ill.

Expansion de los ovocitos aptos para
FIV

100,0
80,0
60,0

M TCM-199
40,0 @ Ham's F-12
20,0

0,0

Tipo | Tipo Il Tipo Il

Figura 8. Expansion del cumulus celular de ovocitos aptos para FIV

El medio Ham’s obtuvo los mejores resultados con los ovocitos tipo | y Ill; mientras

qgue el TCM-199 fue superior con los ovaocitos tipo Il (Figura 8).

Como se detecto diferencia altamente significativa entre tipos se realizo la prueba de
Duncan para comparacion entre los porcentajes de expansion de los tres tipos de

ovocitos (Anexo 8), los resultados se observan en el cuadro 8.

Cuadro 8. Porcentaje de ovocitos expandidos aptos para FIV de los tipos |, 11 y 1l

| 80,62
I 65,4°
1l 58,6°

El porcentaje de ovocitos aptos para continuar el proceso de FIV es mayor en los
ovocitos tipo | que en los 11 y lll, y, el porcentaje de los ovocitos tipo Il es mayor al de
los .
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El promedio del porcentaje obtenido con cada uno de los tipos de ovocitos se grafica
en la figura 9. Se nota claramente que los ovocitos tipo | y Il tuvieron los mejores

resultados independientemente del medio utilizado.

Porcentaje de ovocitos expandido aptos para
Fertilizacion In Vitro

i it Ht
Tipos de ovocitos

Figura 9. Promedio del porcentaje de ovocitos expandidos de los tipos I, 11 'y 11



12. DISCUSION

12.1. NUMERO DE OVOCITOS OBTENIDOS POR OVARIO

En nuestra experiencia el porcentaje de ovocitos/ ovario fue de 22, menor a los
resultados reportados por Hamano y Kuwayama (1993), y Carolan y col. (1994), que
fueron de 63,3 y 44,2 respectivamente, estos autores obtienen un elevado namero
de ovocitos debido al fino corte realizado en la superficie del ovario con un
dispositivo disefiado con hojas de acero estériles dispuestas en forma paralela, lo
que permitié un incremento de tres veces los resultados reportados. Por el contrario
nuestros resultados fueron superiores a los datos logrados por Fernandez y col.
(2010), Hernandez y col. (2009), y Velarde (2005) que fueron de 4, 7 y 4
respectivamente. Sin embargo los resultados de esta investigacion se encuentran
dentro de los rangos encontrados por Suss y col. (1988), y Lonergan y col. (1994)

gue varian entre 15y 23 ovocitos/ovario.

La marcada variabilidad en el nimero de ovocitos es debido a las diferentes
procedencias y condiciones de los animales que llegan al sacrificio en el matadero
(Hernandez vy col. 2009), al igual que influencias de factores fisiol6gicos inherentes
al animal, tales como: estado nutricional, raza, edad, patrones hormonales, entre
otros (Gallegos 1998).

El elevado niumero de ovocitos se debe al método utilizado, ya que la incision es
tanto en la superficie ovarica como el interior. Este hecho deriva en liberacion de
ovocitos de foliculos menores a 2 mm de diametro, desventajosamente su capacidad
de maduracion in vitro es menor en comparacion a los ovocitos obtenidos de

foliculos de mayor diametro.

12.2. CALIDAD Y VIABILIDAD DE OVOCITOS.

12.2.1. Calidad de Ovocitos

En este ensayo se obtuvieron los siguientes resultados para ovocitos tipo |: 6

ovocitos/ovario que corresponde al 29%, este porcentaje coincide con Lonergan y
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col. (1994) de 29% aunque es menor a los obténidos por Carolan y col. (1994) que
fue de 38,7 % y por Hamano y Kuwayama. (1994) que obtuvieron un 84,6%.

Con respecto a ovocitos tipo Il en esta investigacion se obtuvo un promedio de 8
ovocitos/ovario que corresponde a un 38%, inferior al porcentaje reportado por
Gonzélez (1992) que fue de 48,3%, y a la vez superior al porcentaje alcanzado por
Lorenzo (1992) de 32, 2%.

Y para ovocitos tipo Il se obtuvo un promedio de 7 ovocitos/ovario (33%), superior al
porcentaje logrado por Gonzélez (1992) de 10, 9% y de Lorenzo (1992) de 28,3%.

Estos resultados se deben al método se obtencion de ovocitos que fue por diseccion
de los foliculos ovéricos, ya que si bien es cierto este método tiene la ventaja de
obtener un indice de recuperacion elevado, posee dos desventajas: el tiempo
empleado, ya que las condiciones de temperatura y pH varian hasta su introduccion
al medio de maduracién; y la calidad de los ovocitos es menor a los obtenidos por
aspiracion folicular, Martino y col. (1992), atribuyen esta condicién como un factor de
la técnica de recuperacion de poblaciones heterogéneas de ovocitos de todos los
foliculos pequefos en el estroma ovarico y que muchos de estos ovocitos no se han

desarrollado.

12.2.2. Viabilidad de Ovocitos

En este estudio de viabilidad cultivable de ovocitos bovinos para su maduracion in
vitro, se obtuvo un rendimiento de 95% muy superior al porcentaje alcanzado por
Hernandez (2009), Fernandez y col. (2010) y Velarde (2005) que fueron de 61,4%;
45,7%; y de 58,7%.

Los resultados obtenidos en esta investigacion se deben a que se seleccionaron
cuidadosamente los ovarios teniendo en cuenta que no exista la presencia de
cuerpos luteos, ademas de que se encontraban dentro de un rango de peso no
muy variable, por el contrario con el método de corte de foliculos se obtiene una
mayor proporcion de ovocitos ya que provienen de foliculos menores de 2 mm de

diametro que se encuentran dentro del ovario.
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12.3. GRADO DE EXPANSION DE LAS CELULAS DEL CUMULO CON LOS DOS
MEDIOS DE MADURACION INVESTIGADOS.

Para el medio TCM-199 se logro un 67,4%, este resultado fue mas alto que el
presentado por Lorenzo (1992) y Jamil y col. (2007) de 45,6% y 62,28%
respectivamente; a su vez fue menor a los datos obtenidos por Choi y col. (1998)
gue van entre un 80,6% y un 93,8%; pero fueron similares a los valores alcanzados
por Hegab y col. (2009) de 68%.

En esta investigacion se logro un 69% para el medio Ham's F-12, resultado que
fueron superiores a los datos presentados por, Jamil y col. (2007) y Hegab y col.
(2009) de 31,38% y 66,7% respectivamente. Y a su vez fueron similares a los

resultados reportados por Sanbuissho y Threlfall (1989) de 69,9%.

Todos los autores complementaron sus medios con suero de vaca en estro (SVE),
probablemente, las diferencias que se pueden observar con los resultados de otros
autores, son al método de obtencion y preparaciéon del suero, ya que el SVE
recogido en las horas inmediatamente posteriores al inicio de los sintomas
psicosomaticos del estro, segun Kruip (1988), tienen diferencias en las
concentraciones de LH, progesterona, estradiol y de prolactina (Younis y col. 1989).
La adicion de estas hormonas ha justificado, en otros experimentos, un aumento de
la maduracién (Zuelke y col.1989; Fukui 1989) pero no asi de prolactina (Younis y
Brackett 1992). Por otro lado, tampoco sefalan la aptitud ni la dieta de los animales
utilizados para obtener el suero, lo cual puede también puede influir en las

concentraciones hormonales de LH, progesterona y estradiol (Folman y col. 1983).

Por otro lado la diferencia entre medios fue de 1,6% siendo superior el medio Ham's
F-12, no representa una diferencia significativa entre medios. El medio que mas
comunmente es utilizado para la maduracién in vitro de ovocitos es el TCM-199
(Wright y Bondioli 1981; Phillips 1988; Leibfried-Rutledge y col. 1989; Gliedt y col.
1996 a y b). Rose y Bavister (1992) realizaron un estudio en el que compararon
diferentes medios de cultivo comerciales. Los medios comparados fueron Ham's F-
12, TCM-199, MEM y Waymouth's MB 752/1. Los resultados demuestran que la
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utilizacion de TCM-199 o MEM permiten obtener un mayor grado de fertilizacion, en
comparacion con los medios Ham's F-12 y Waymouth's MB 752/1.

Shamsuddin y col. (1993) mencionan que la degeneracion de los ovocitos se inicia a
las 30 h de incubacion y este proceso involucra la desaparicion del cuerpo polar, la
elevada mucificacion y la pérdida de los poros de unién o "gap junctions". Ellos
concluyen que en bovinos, un periodo de 20 a 24 h de maduracién es suficiente para
completar este proceso, independientemente del tipo de medio que se utilice. En
este sentido, los resultados obtenidos concuerdan con los autores citados. Por otro
lado 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 cols. 1974; Suss y
Wuthrich 1985; Xu y cols. 1986; Siss y cols. 1988; Fukui 1990).



13. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la evaluacién de la expansion de las células del
cumulo en la maduracion in vitro de tres tipos morfolégicos de ovocitos
procedentes de ovarios de vacas de matadero de la ciudad de Loja con dos

medios de maduracion, permiten concluir que:

e Con la técnica utilizada se recuper6 un elevado niumero ovocitos por ovario el

cual fue de 22.

e El numero de ovocitos viables recuperados (95%) es alto, mientras la
proporcion de los tipos de ovocitos es similar a la de otros autores, 29%

ovocitos tipo I, 38% ovocitos tipo Il y 33% ovocitos tipo lll.

e Los ovocitos tipo | y Il obtuvieron el mayor grado de expansion y son aptos
para continuar con el proceso de fertilizacion in vitro, mientras que los tipo Il 'y

IV no lo son.

e El grado de expansion de las células del camulo obtenido por ambos medios
fue similar, sin embargo los resultados obtenidos con el medio Ham’s F-12
fueron mayores a los reportados en la literatura, mientras que con el medio

TCM-199 fueron similares a los alcanzados por otros autores.



14. RECOMENDACIONES

Es necesario tomar en cuenta las siguientes consideraciones:

e Cuando se realice la recoleccion de ovarios no utilizar ovarios con cuerpo

luteo ya que estos sangran mucho o en lo posible no diseccionarlos.

e Para la maduracion in vitro trabajar solamente con ovocitos tipo | y Il ya que

estos logran mayor expansion de las células del cumulo.

e Para maduracion in vitro de los ovocitos trabajar ya sea con el medio Ham's
F-12 como con el medio TCM-199.

e Continuar con las investigaciones sobre el proceso de produccion in vitro de
embriones que constan de las fases de: capacitacion espermatica,

fecundacion y cultivo-maduracion embrionaria.
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Anexo 1. Composicion del medioTCM-199 (EARLE)

SALES INORGANICAS

CaCI2H20
Fe(NO3)39H20
MgSO47H20
KCL
C2H302Na
NacCl

NaHCO3
NaH2P0O4.H20

AMINOACIDOS

L-Alanina
L-Arginina.HCL
L-Acido Aspartico
L-Cisteina.HCL.H20
L-Cistina

L-Acido Glutamico
L-Glutamina

Glicina
L-Histidina.HCL.H20
Hidroxiprolina
L-Isoleucina
L-Lisina.HCL
L-Fenilalanina
L-Leucina
L-Metionina
L-Prolina

L-Serina

16. ANEXOS

mg/L
265

0,72

200

400

50
6.800,00
2.200,00
125

mg/L
25
70
30
0,11
26
75
100
50
21,88
10
20
70
25
60
15
40
25
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L-Treonina
L-Triptofano
L-Tirosina
L-Valina

VITAMINAS

Acido Ascérbico

Biotina

Calciferol

Pantotenato De Calcio
Cloruro De Colina
Acido Fdlico

Inositol

Menadione

Acido Nicotinico
Niacinamida

Acido P-Aminobenzoico
Piridoxal.HCL
Piridoxina.HCL
Riboflavina
Tiamina.HCL

Acetato De Retinol
Fosfato De Tocoferol Na

OTROS COMPONENTES

Adenina.Sulfato
Adenosina Trifosfato -2 Na
Adenosina Monofosfato -Na
Colesterol

Deoxirribose

Glucosa

Glutathiona

Guanina.HCL

Hipoxantina

Rojo De Fenol

Ribosa

Xantina Na

Timina

Tween80

Uracil

30
10
57,7
25

mg/L
0,05
0,01
0,1
0,01
0,5
0,01
0,05
0,01
0,025
0,025
0,05
0,025
0,025
0,01
0,01
0,14
0.01

mg/L
10

1

0,2
0,2
0,5
1000.00
0,05
0,3
0,3
20
0,5
0.344
0,3
20
0,3
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Anexo 2. Composicion del medio Ham's F-12

SALES INORGANICAS

CaCl2.2H20
CuSo04.H20
FeS04.7H20
KCI
MgCI6H20
NacCl
NaHCO3
Na2HPO4

AMINOACIDOS

L-alanina
L-arginina.HCL
L-asparagina.H20
L-acido aspartico
L-cisteina

L-acido glutamico
L-glutamina
Glicina
L-histidina.HCI.H20
L-isoleucina
L-leucina

L-lisina
L-metionina
L-fenilalanina
L-prolina

L-valina

68

mg/L
44,1
0,0025
0,834

285

123
7.599.000
1.176,00
142,04

mg/L
9
211
15,01
13
35
14,7
146
7,58
23
3.94
13
36.5
4,48

34.50
11,7



L-Serina
L-treonina
L-triptéfano
L-tirosina

VITAMINAS

Biotina

Pantotenato de Calcio

Cloruro de colina
Acido Folico
Inositol
Niacinamida
Piridoxina.HCI
Riboflavina
Tiamina
Vitamina B-12

OTROS COMPONENTES

Glucosa
Hipoxantina
Acido Tiotico
Acido Lipoico
Putrecina
Rojo de Fenol

Piruvato de Sodio
Timidina

10,5
11,9
2,04
7,78

mg/L
0,0073
0,48
13.960
13.960
18.000
0.037
0,062
0,038
0.340
1,36

mg/L
1.802,00
4

0,21
0,084

0,161
1,3
110
0,73
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Anexo 3. Triptico

b. Wiabilidad de ovocitos

Sc obscrva claramentc guc los ovociios Gpo I v IT
tvicron los mejores resultados independientemente del
medio utilizado.

Tipos de ovocites UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
3. Grado de ion_de las células del cimulo COMCLUSIOMES Area Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables
segin_tipe de ovocitos y medio de maduracion
1. Con la técmica whlizada se secuperd un elevado Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Existe diferencia estadistica altamente significativa, eutre mimers cvoctos por ovanc el ol fus da 22
tratamientos ¥ cutre tipos de ovocitos, ¥ la interaccito 2 m““m_""“a":"m’ ﬂmwﬁ%ﬁ“ Centro de Blotecnologia Reproductiva Animal
medics x tipos no os significativa; por lo tanto se pucde *u,_m_l 2= B2 proporeaca 5g 5 0= ovneitos
decir gue el efecto de los medios ha sido similar en cada - .ihfinm’ T tipo L,
1 - . el . mmt@nnymm:@nm -
mﬂdncr%upns.dcm.ﬂ mcm_ﬂdﬂ-ms: 3 Laos tpo I 5 II o an l mapor 1 *::}
presento diferencia estadistica entre medios, sin smbargo de expansién ¥ son aptcs para contimar con el SIS:
el medic Ham's fue ligeraments mapor con una peguoesia proceso de fectilizacidén o witro, mienwas gue los TE "
diferencia gue estadisticamente no se detecto. tipo II 5 IV ac lo son. ' .
4 E grado de sxpansidn de la= cdbufas del cimuic 5.,5' ,._f Evaiuacion de la Expansion de
_ [ annfamhn:mﬂ&n?ﬁusinﬂu,ﬁn las Células del Cimulo en Ia
Mefin d= Tigen il n———;—ﬂ—_m R — ﬁﬂ:ﬂfgu los pesultados obtensdos con el medio Maduracién In Vitro de Tres
s fpmrn FTV Han sF—lz.ﬁmmmusilmmEmhﬂusmh Tipos Morfoléoicos de Qocitos
Togro I s 231" literatizra, muembras gue con el medso TOCW-199 Procedentes de Ouvarios  De
L1 “Tpa I &7 4 528 fueron simelares 2 los aleansadns paor otros abores ¥i I Matad 7 i
T I g 421" - v .
Cindad de Loja con dos Medios
Torsmmc das 87 4 =2 e
1 3;:3 LE:.-E RECOMEMDACIOMES de Maduracion
Haumls F-12 Tepa I a3.4" 56,68
T I 55,4 40, 5 1. Cuznds se realice la seccleccion de owarios oo
Tromacdic 59 51 utilzar overcs coa (=t o] hiteo ¥ s sshos
sangran smacho o an lo posibles no descsionardlos. RESPONSABLE:
El medio Ham s obhmo los mejores resultados con los 2. Para la maduracidn & witro trabajar solamests con Epgda Verdnica L. Gonzdles 5.
ovocitos tipo I § II0; mientras goe ] TCM-199 foe muzirﬁr;ﬂqmcfmhgmm

con los tipo IL 3 Pmmaﬂni:ﬂmﬂ.mﬂulnsmmb:g:xp
sea con el medso Ham's F-12 como con el medio
TC-199.
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INTROGUCCION

35 herramientss biotecnolégicas

la produccidén animal ofrecen

muevas  oportenidsdes para el
desarmrolle de una  producciémn  mds
sustemtsble ¥ altamente coompetitiva a

nivel ooondial.

La produccidén in witro (FIV) de emhbricones es la
biotecoologia gue mids se ha desamrollado en los Altimos
dicz afios ¥ constinye un gran apoyo cn el desarrollo de
técmicas gue tenen un potencial importante en Iz
reproduccidn andmal

La produccién de emhbriones in vitro implica wna seric
de procedimdentos, gues van desde la oadoracidn de
cocitos, capacitacidn cspermuitica, fecundacidn de los
p.m:h:spﬁ.ﬂalﬂ:ﬂn,:dculﬁminﬁhﬁ,paranhtm:r
blastocistos listos para inplantasse.

A lo largo de los afios se han estudiade inmimeras
protocolos para la PIV de cmbriones, cabe recalcar gque
en nuestro pals aun no s¢ ha realizado iovestigaciones
acerca de esia bioteenologia reproductiva animal, es por
eso gue se decidid estudiar < primer proceso gue sc
debe cumplic dentro del protocolo, la maduracidn in
witro de cocitos bovinos.

OBJETIVOS
Chjetive Gencral:

Evaluzr la exponsidén de las células del etimulo en Iz
maduracidn in vitre de tres tipos morfoldgicos de cocitos
procedantes de ovanios de vacas de mamders de Iz
cindad de Loja con dos medios de maduracidn.

Objetives Ezpecificos:

*  Tdentificar el mimero de ovocitos chienidos por
cada owario

*  Tdentificar ] mimero de cocitos viables

*  Comparacito del grado  de expansién de las
células  del ctiomle con dos medios de

madnracién In Vikre de ovocitos bowinos:
TCM-199 vy Ham' s F-12, en tres tipos
morfolégicos de ovocitos: I, IT v I

®  Difundic resubtados obtenidos.

METODOLOGIA
1. Eecoleceiém v transporte de ovanos

2. Obtencitén Seleccitn y Clasificacién de QOocitos

®  TIa clasificacién morfolégica foe la siguisnte:

o Tipo I: posse § o mbds capas oflulas del cdmule ¥
citoplasma homogénen

o  ‘Tipo II: con 46 capas ceholares, citoplasma con
gramulacidn mds grussas

o Tipo IT: uwns capa o parcisbments desmaidos.

3. Recoleccidn del suerc de vacs en estro (SVE)

4 Maduraridn de los ovocitos in vitro

2 5S¢ colocd gotas de 50 pl del medio
correspondients, § pl d= SVE v una gota de scsits
movineral

b. Se colocd en la incvhadora 3 30° C, 5% de CO2,
59 de 02 v humedad relativa del 1009 por 24h

c. A los oocitos expandidos sz los colocd en
portachjetos ¥ se los sumergiéd en solucidn
fijadora duramts 24

2. 5c colocd una gota de tintora se cubrid con un
cubre=chjetos, s= obssrvo  resultde en el
microscopio con lente de 40X La evaluacidn se
haso en-

-  Expansién nula Mo existe expansién apreciahle
del evioulo.

++ E:]:aus:.énaprmahl: de unos dos didmetoos del
oocibo.

+++Expansién mbivima, de mds de tres digmetros del
oocito, = inclise de las cflolas de la coroma
radiads

5. Procedimiento para la evaluacién de Ia expansién
de ovoctos con los medios de maduracidn
3 Diisefio Experimental
Para evalusr el efecio de los medios de maduracién
sohre la expansidn de los ovocitos se utilizd un areglo

factorial 2 = 3 (medios de madorscidén x tipos de
ovocitos]  dispuesto en un  disefio  completaments
Randomizado, dando uwn totsl de seis tratamientos con
dicz repeticiones, en donde cads ovario se lo considerd

FACTORES MIVEL (Tipo de owocito)
. . TCR-199
Medio: de Madumesie Hamds F-12
‘Tipo I
Tigeos de ovocsios Teipo I
Tapo I
RESULTADOS

1. Himero de ovocitos por owario
Se recuperaron 1333 ovocitos  en los 60 ovarios
diseccionados, produociendc wna media de 22
owocitosfovanico ¥ un rango de 13 a 32, una
desvizcidn cstindar (5} de 9,65 micnoiras gue
coeficiente de vartiscidén (CV) de S50

2. Calidad y vigbilidad de owocites

a. Calidad de ovocitos

Thea IW
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Anexo 4. Fotos de ovarios escogidos para maduracion in vitro




73




74




75

Anexo 5. Numero de ovocitos de los tipos I, II, lll y IV encontrados en cada uno de los 60 ovarios estudiados.
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Anexo 6. Fotos de la expansidon méaxima de las células del cumulo con los dos

medios de maduracion
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Fotos de la expansién media de las células del cumulo con los dos medios de

maduracion
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Fotos de la expansion leve de las células del cumulo con los dos medios de

maduracion
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Fotos de la no expansion de las células del cumulo con los dos medios de

maduracion




Anexo 7. Prueba de Duncan de los seis tratamientos aplicados.

VALORES P 3 4 5 6
0,05 2,84 2,98 3,08 3,15 3,2
0,01 3,78 3,94 4,05 4,13 4,2
0,05 4,3736  4,5892 4,7432 4,851 4,928
0,01 58212  6,0676 6,237 6,3602 6,468

D-A 7,4 AS
D-B 16,9 AS
D-E 20,9 AS
D-F 24,9 AS
D-C 26,4 AS
A-B 9,5 AS
A-E 13,5 AS
A-F 17,5 AS
A-C 19,0 AS
B-E 4,0 AS
B-F 8,0 AS
B-C 9,5 AS
E-F 4,0 AS
E-C 5,5 AS
C-F 1,5 NS
D A B E F C
HAMS | TCM | TCM I HAMS I HAMS IlI TCM Il
84,3 76,9 67,4 63,4 59,4 57,9
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Anexo 8. Prueba de Duncan de los tres tipos de ovocitos investigados.

valores de p 2 3 4 5 6
0,05 2,84 2,98 3,08 3,15 3,2
0,01 3,78 3,94 4,05 4,13 4,2
0,05 3,10 3,25 3,36 3,43 3,49
0,01 4,12 4,29 4,41 4,50 3,80

-1l 15,2 | AS
=1l 21,95 | AS
-1 6,7 | AS

80,6 65,4 58,6




