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RESUMEN

Se sabe que ¢l didmetro folicular esta relacionado con la produccién de embriones in vitro.
Nuestro trabajo, tuvo como objetivo evaluar la capacidad de maduracién y desarrollo
embrionario in vitro de ovocitos extraidos de foliculos de tres diametros diferentes (1-
2mm, 3-4mm y 5-6mm). Para ello, se colectaron ovarios de camal y se aspiraron ovocitos
por cada diametro folicular. Los primeros 30 ovocitos de cada diametro folicular se
utilizaron para determinar el didmetro de los ovocitos. El siguiente grupo fue madurado in
vitro por 24 horas en una atmoésfera humidificada, 5% CO; y 38.5°C. Un ultimo grupo fue
madurado y fertilizado in vitro por 24 horas y 18 horas respectivamente, en atmoésfera
bumidificada y 5% CO; a 38.5°C y cultivados en mezcla de gases por sicte dias.
Posteriormente, se realizd6 un ANEVA para identificar diferencias estadisticas durante la
maduracion y el desarrollo embrionario in vitro, por grupo de diametro folicular. La prueba
tukey se us6 para evaluar entre cada par de grupos promedios de los ovocitos maduros y
embriones. Se encontraron diferencias significativas, ya que los del rango folicular 1-2mm
y 3-4mm presentaron mayor porcentaje de maduracion, sin embargo en produccion de
embriones in vitro se obtuvo mayor porcentaje en los ovocitos de los diametros foliculares
de 3-4m y 5-6mm. En conclusion, se demostrd que no existe relacion entre el didmetro del
ovocito y el didmetro folicular, ademés los ovocitos de foliculos de 1-2 y 3-4mm
presentaron mayor competencia meiética. Sin embargo, los que presentaron mayor

desarrollo embrionario fueron los ovocitos de foliculos de 3-4mm y 5-6mm.
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ABSTRACT

In our work, we aimed to evaluate the meiotic and developmental competence of oocytes
obtained from three different follicular diameters (1-2mm, 3-4mm and 5-6mm). Therefore,
oocytes from bovine ovaries from a local abattoir were aspirated. The first group of
oocytes (1-2mm, 3-4mm and 5-6mm) was used to evaluate their diameter. The second
group was matured irn vitro for 24 hours in a humified atmosphere, 5% CO» and at 38.5 °C.
The third group was matured and fertilized in vitro for 24 hours and cultured for seven
days. An ANEVA was used to identify statistical differences during maturation and
embryo production. Tuckey was used to evaluate the differences during meiotic and
developmental competence of each group. We found statistical differences during meiotic
competence between 1-2mm and 3-4mm group. However, we encountered that 3-4mm and
5-6mm group got statistical higher in virro embryo production. In conclusion we
demonstrated that there is no relation between the oocytes and follicular diameter.
Moreover, oocytes from 1-2mm and 3-4mm had the highest meiotic competence and

oocytes from 3-4mm and 5-6mm had the highest developmental rates.

xii



L INTRODUCCION

A nivel nacional es urgente que la ganaderia siga desarrollandose para tratar de disminuir
la importaciéon de alimentos pecuarios, mejorar el ambiente social y econémico en las
comunidades campesinas y capitales provinciales. Ya que si estos sectores son orientados
correctamente pueden llegar a producir varias lineas para exportacion. (Vivanco, 2007).
Con el constante aumento de la poblacion mundial y las deficiencias nutricionales en
muchas partes del mundo la biotecnologia reproductiva es una herramienta que podria ser
la clave para el desarrollo agropecuario y poder generar la suficiente cantidad de alimento
para cubrir las necesidades de una poblacion en constante crecimiento (Urrego y Restrepo,
2006).

En la actualidad la producciéon de embriones in vitro ha dado lugar a un aumento
considerable en la transferencia de embriones de vacunos producidos con esta técnica. Las
biotecnologias son consideradas una herramienta muy importante en la conservacion y
mejoramiento genético de animales, entre las que destacan; maduracion, fecundacién y
cultivo in vitro (MIV, FIV y CIV, respectivamente). Otras de las aplicaciones de la
fecundacion in vitro en bovinos es que permite obtener embriones a muy bajo costo y de
animales enfermos o de avanzada edad. Esta técnica ha sido usada como herramientas para
hacer mas eficiente el uso del pool de ovocitos existentes en el ovario de los bovinos;
debido a que del total de ovocitos en estado de quiescencia, menos del 1% llegan a generar
un ternero nacido. Mas aun, las tasas de embriones logrados con las herramientas in vitro,

alin contindan siendo bajas.

La obtencion in vitro de embriones generalmente se ha logrado a partir de foliculos de 1-
8mm en didmetro (Yang et al., 1998). En suma a ello, investigaciones reportan que los
ovocitos adquieren la competencia meidtica cuando alcanzan diametros superiores a
110pm, correspondiente a didmetros foliculares entre 2-3mm (Crozet et al., 1981). Sin
embargo, la caracterizacion de los ovocitos por cada diametro folicular, asi como su

competencia meidtica y el potencial de desarrollo embrionario, requieren ser investigados a
mayor profundidad.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la capacidad de maduracién y desarrollo
embrionario in vitro de ovocitos extraidos de foliculos de tres diametros diferentes (1-

2mm, 3-4mm y 5-6mm).



IL OBJETIVOS

2.1. Objetivo general: evaluar la capacidad de maduracion y desarrollo embrionario

de ovocitos obtenidos de foliculos de tres diametros diferentes en bovinos.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar la tasa de maduracién in vitro de ovocitos de foliculos de tres
diametros foliculares diferentes.

e Determinar la tasa de division celular de ovocitos de foliculos de tres didmetros
foliculares diferentes.

o Identificar el didmetro folicular recomendable para la produccion de embriones

in vitro en bovinos.

M. MARCO TEORICO
3.1. Antecedentes de la investigacién

Estudios relacionan la calidad del ovocito con el nimero de capas de las
células de cumulus. Lonergan et al (1994); obtuvieron mayor porcentaje de
blastocistos a partir de ovocitos con mayor capas de células de cimulus, los
cuales fueron extraidos de foliculos mayores a 6mm en comparacién con
foliculos de 2-6mm. Por otro lado, también fue demostrado que los foliculos
mayores a 4mm tenfan mayor potencial de desarrollo embrionario. También se
ha determinado que mientras mas grande sea el didmetro folicular mejor serd la
competencia meidtica y el desarrollo embrionario (Lonergan et al., 1994;
Blondin y Sirard, 1995). Sin embargo, existe poca informacion que relaciona el
didmetro folicular (1-2mm y 3-4mm) con la capacidad de maduraciéon y
desarrollo embrionario in vitro.

Segun Sirard et al (1992); los ovocitos utilizados en la maduracion in vitro se
extraen preferentemente de foliculos con un didmetro de 2-6mm. Tan y Lu
(1990), demostraron que los ovocitos obtenidos de foliculos mayores a 6 mm

de diametro poseian mayor porcentaje de desarrollo embrionario en categoria

2



de blastocistos, lo cual fue corroborado por McCaffrey er al., 1992, quien
observo en su investigacion que los ovocitos obtenidos de foliculos de 6-8mm
de diametro tenian mejor potencial de desarrollo embrionario que los ovocitos
de foliculos menores a 6mm. Sin embargo, atin no hay informacién disponible
que caractericen a ovocitos provenientes de foliculos de didmetros menores a

3mm.

3.2. Bases teoricas

3.2.1. Produccién in vitro de embriones

El nacimiento del primer bovino producido in vifro en 1981 permitié que la
técnica de fertilizacion in vitro comenzara a ser reconocida a nivel mundial. No
obstante su complejidad hace que sea una metodologia aun limitada en el
ambito experimental. Conjuntamente a ello los elevados costos en la década de
los 80 y 90°s restringia su aplicacion de manera comercial (Viana y Camargo,
2007).

La produccion de embriones a través de la Fertilizacion in vitro (FIV) se
realiza dentro de un laboratorio, donde el ovocito pasa por un proceso de
maduracion para luego ser expuesto a espermatozoides previamente
capacitados para que se produzca la fecundacion proveyendo las condiciones
adecuadas que simulen el proceso que se da de manera natural (Lorenzo,
1994). El propésito de realizar FIV es la produccion de embriones en estadios
de moérula y blastocisto para luego transferirlos a las vacas receptoras
(Quintana et al, 2012). Recalcando que la eficiencia de esta técnica es
significativamente menor que la obtenida de forma natural. La FIV tiene

ventajas y desventajas entre las que se puede destacar:
Ventajas:

- Te permite evaluar eficientemente la capacidad fertilizante de

espermatozoides y ovocitos.



- Prolongar la vida reproductiva de los animales genéticamente valiosos,

inmaduros o muy viejos.

- Creacién de bancos de gametos provenientes de animales seleccionados

por excelencia productiva y/o adaptabilidad.
- Determinacién y seleccion del sexo de los embriones bovinos.

- Obtencién de descendientes de vacas de alto valor genético que deban ser

sacrificadas por sufrir enfermedades, infertilidad, por su edad.
Desventajas:

- Bajo porcentaje de produccion de embriones transferibles (30 y 40%) en

comparacion con los embriones producidos de manera natural.

- La calidad de los embriones producidos in vifro es inferior a la calidad de

embriones obtenidos in vivo.

- Baja resistencia a la Criopreservacion, obstaculizando su conservacion a

tiempos indefinidos.

- Presencia del sindrome de exceso de volumen fetal que consiste en el
nacimiento de terneros muy voluminosos, con anomalias estructurales y

funcionales que provocan una mayor porcentaje de mortalidad.

- Aumento del porcentaje de partos distécicos causados por el exceso de

volumen fetal.
3.2.1.1. Obtencion de ovocitos

Los ovocitos son extraidos de foliculos con diametro entre 2 a 8mm a través de
la aspiracion folicular, se coge estos diametros porque poseen buen porcentaje
de desarrollo embrionario a comparacién de ovocitos extraidos de foliculos
menores de 2mm (Garcia y Martinez, 2013). Después de obtener los ovocitos
se seleccionan tomando en cuenta tres criterios; el didmetro de los ovocitos, el
aspecto de su citoplasma y las caracteristicas de las células del ciimulus que lo
rodea. (Liebfried y First, 1979; Sato ef al., 1990).

4



3.2.1.2. Maduracién in vitro

El objetivo es la maduracion de los ovocitos, este proceso es de gran
importancia en la producciéon de embriones in vitro; porque si no se dan las
condiciones adecuadas el ovocito no madurara y por tanto no podrd ser
fecundado (Gilchrist y Thompson, 2007).

La evaluacion de la maduracion de los ovocitos se da mediante la observacion
de algunas caracteristicas como son la expansion de las células del cimulus y
le presencia del corpusculo polar, otro factor importante para la maduracién es
el medio de cultivo, ya que este debe proveer fuentes energéticas, proteicas,
minerales, antibidticas y hormonales para un buen desarrollo de los ovocitos
(Memili et al., 2007). Otro factor importante que se debe tomar en cuenta son
las condiciones fisicoquimicas como lo son la temperatura, pH, presion
osmoética y la composicion atmosférica para simular el ambiente natural en el
oviducto (Yang et al., 1998).

3.2.1.3. Fecundacion in vifro

La fecundacion consiste en unir e incubar en un medio suplementado con
fuentes energéticas y proteicas, ovocitos maduros con espermatozoides méviles
y capacitados por un periodo entre 6 a 24 horas. La capacitacion espermética se
realiza mediante la exposicion de espermatozoides vivos a concentraciones de
heparina y cafeina, entre otras. A través de estas sustancias el espermatozoide
logra capacitarse para poder interaccionar y fecundar el ovocito de manera
satisfactoria (Hernandez, 2005).

Para lograr la capacitacion y reaccion del acrosoma del espermatozoide a
través del pasaje de las barreras del ovocito, el semen debe pasar por un
proceso en el cual eliminara elementos presentes como el plasma seminal,
componentes del diluyente en caso de semen congelado-descongelado,
contaminantes, excluyendo a los espermatozoides, los cuales a través de este
proceso también se seleccionaran aquellos que estén vivos y con mejor
motilidad. Este proceso consiste en la centrifugacion en gradientes de densidad
(percoll) (Pelédez, 2011).



3.2.1.4. Cultivo de embriones in vitro

El cultivo de embriones se basa en el uso de diferentes medios para el
desarrollo de las primeras etapas embrionarias. De acuerdo a sus
caracteristicas, los cultivos se clasifican en tres categorias: indefinidos, cuando
se utiliza suero y co-cultivo con células somaticas; semidefinidos cuando se
omite el cocultivo y el suero se remplaza por albamina sérica y definidos,
cuando el suero se remplaza por macromoléculas como el polivinil alcohol o la
polivinil pirrolidona (Herradon et al., 2007). Sin embargo, los medios simples
mas utilizados para el cultivo de los embriones bovinos son: el fluido oviductal
sintético, con base a los componentes encontrados en el fluido oviductal
bovino, y el medio KSOM (Liu y Foote, 1995), ayudando asi a que cada vez
mas se vaya buscando componentes para la eficaz nutricion de los embriones.
Recordando que estos medios todavia necesitan ser mejorados sensiblemente,
puesto que el cultivo de los embriones producidos in vitro en el interior del

oviducto incrementa notablemente la calidad de los mismos.

3.2.2. Foliculogénesis

En la foliculogénesis se da la proliferacion y diferenciacion de las células de la
granulosa como de la teca. El desarrollo de los foliculos antrales necesita
esencialmente para su desarrollo las gonadotropinas FSH y LH. En el caso del
ganado vacuno el crecimiento del foliculo antral se da en una oleada, con un
patron de 2 a 3 ondas por ciclo en el ganado vacuno. Las ondas son provocadas
por un aumento transitorio de concentraciones de FSH, las cuales originan el
crecimiento significativo de las células de la granulosa, aumentan la
produccién de estradiol y la expresion de receptores de LH (Ryan et al., 2008).

Los foliculos son la unidad esencial del ovario ya que contienen los ovocitos
que llegaran a ovular y posteriormente se fertilizaran para dar origen a un
embrion. Estos también proveen esteroides y hormonas necesarias en el
mantenimiento del ciclo ovarico y la preparacion del utero para el proceso de

implantacion del embrién. (Findlay et al., 2009).



El proceso de foliculogénesis bovina se presenta durante los periodos
prepuberal, puberal, anestro postparto, ciclo estral y primeros meses de
gestacion. La foliculogénesis es un proceso dindmico caracterizado por una
proliferacion acelerada y una diferenciacion de las células sométicas que
componen el foliculo. (Henao y Trujillo, 2000)

A través de la foliculogénesis se obtiene el foliculo preovulatorio o de De Graff
el cual se forma a partir de foliculos primordiales. El inicio de este proceso
comienza en la vida fetal, donde se produce la reserva de foliculos primordiales
y va cuando el animal es mayor se necesitan meses para que un foliculo
primordial se transforme en un foliculo de De Graff. (Palma, 2001).

3.2.2.1. Formacion de los ovocitos

El origen de las células germinales primordiales es a partir del endodermo del
saco vitelino. Luego de su origen proliferan y migran hacia las crestas genitales
que se encuentran ubicadas en el mesonefros del embrion donde son
diferenciadas en ovogonias y contintan proliferando formando grupos, los
cuales son rodeados por células procedentes del mesonefros formando los
cordones sexuales primitivos. En el transcurso de la vida fetal del bovino cerca
de los 80 dias de gestacion, las ovogonias van dejando su ciclo mitdtico para
ingresar en la profase I de la meiosis, convirtiéndose en ovocitos primarios
(Byskov and Hoyer, 1994; Russe, 1983). La profase I de la meiosis se divide
en cinco etapas: leptonema, cigonema, paquinema, diplonema y diacinesis.
Durante la etapa de leptonema los cromosomas se condensan formando
filamentos delgados. Esto se debe a que la meiosis se inicia después de un
periodo de sintesis de ADN, donde los cromosomas contienen dos cromatidas
hermanas. En el cigonema se inicia la unién de los cromosomas homdlogos
para la formacion del complejo sinaptonémico. Esta union finaliza en el
paquinema, donde también se produce la condensacién y acortamiento de los
cromosomas. En este periodo los cromosomas homologos estan intimamente
unidos. En la etapa del diplonema los cromosomas homdlogos comienzan a
separarse. Ya en esta parte la meiosis se detiene y los cromosomas se

descondensan permitiendo la sintesis de ARN. En este estadio, conocido como



vesicula germinal (GV), la meiosis es paralizada hasta que el ovocito inicie la
etapa de maduracion.

Por mucho tiempo se pensé que el ovario de un mamifero poseia una poblacion
definida de ovocitos al nacimiento y que se iba reduciendo en el transcurso de
su vida sin poder renovarse. En los bovinos se calculé una poblacion de
135.000 ovocitos al nacimiento (Erickson, 1966b). No obstante esta creencia
fue cuestionada durante los ultimos afios desde la publicacion sobre la
existencia de células madre germinales en ovarios de mamiferos adultos que
permitirian la renovacion folicular (Johnson et al., 2004; Tilly and Telfer,
2009).

3.2.3. Maduracion del ovocito

A través de la hormona luteinizante (LH), las células de la granulosa estimulan
la secrecion de factores parecidos al factor de crecimiento epidermal (EGF) los
cuales dardn la sefial a las células de la granulosa del cimulus para que inicie
de la maduracion (Conti et al., 2006).

Para que se dé la maduracion del ovocito primero este debe pasar por dos

eventos que son la maduracion citoplasmatica y la maduracion nuclear.

3.2.3.1. Maduracién citoplasmaitica

La maduracion citoplasmatica se realiza mediante la redistribuciéon de las
organelas citoplasmaticas, los cambios en la dindmica de los filamentos del

citoesqueleto (Ferreira et al., 2009).

Redistribucion de organelas citoplasmiticas

En el proceso de la maduracién las mitocondrias cambian de lugar desde una
posicion periférica a una distribucion englobando todo el citoplasma. Iniciando
la maduracion del ovocito se produce un aumento en la cantidad de ribosomas

y la sintesis de proteinas.



Cuando el ovocito se encuentra en estadio de GV el reticulo endoplasmico se
encuentra distribuido de manera uniforme en el citoplasma, pero ya finalizando
la maduracion este toma una posicién en la zona cortical, incrementando su
sensibilidad para la liberacién de Ca®* que sucede en el proceso de fecundacion
y el cual estimula el inicio del desarrollo embrionario.

El aparato de golgi deriva a las organelas que se denominan granulos corticales
los cuales se encuentra presentes solamente en ovocitos, distribuidos en el
citoplasma y durante el proceso de maduracién se relocalizan en la zona
cortical. Al momento en el que el espermatozoide entra en el citoplasma de
ovocito el reticulo endopldsmico libera Ca?* que produce la exocitosis de los
granulos corticales produciendo cambios en la zona pelicida que evitan la
polispermia. La polispermia es la entrada de mas de un espermatozoide en el
ovocito y causa alteraciones cromosémicas que no permiten el desarrollo

embrionario.

b) Dinamica de los filamentos del citoesqueleto

El citoesqueleto esta formado por diversidad de filamentos dentro de los cuales
se encuentran los microtibulos, los filamentos de actina y los filamentos
intermedios los cuales son responsables de la segregacion de los cromosomas
durante la meiosis.

Los microtiibulos son de gran importancia en el proceso de la meiosis ya que
son el principal componente del huso meiético el cual esta encargado de alinear
y segregar correctamente los cromosomas homologos en la anafase I, y las

cromatidas hermanas en la anafase 1L

3.2.3.2. Maduracién nuclear

Seguido de un pico preovulatorio de LH la meiosis se reinicia y
posteriormente entra en una etapa de diacinesis donde los cromosomas
nuevamente se condensan, la cantidad de quiasmas disminuye y los
cromosomas homdlogos permanecen unidos solo por sus extremos. En la

etapa final de la profase I se da la ruptura de la vesicula germinal donde se da



la unién de los microtibulos y los cinetocoros. En la metafase I 1a ubicacion
de los cromosomas homdlogos es en el plano ecuatorial donde se encuentran
unidos entre si por los extremos y los centrémeros los ubican en los polos
opuestos. Pasando al anafase I se da la separacion de los cromosomas
homélogos cada uno con direccion a los respectivos polos. Cuando llegan a
los polos, en la etapa de la telofase I, se expulsa el corpisculo polar que no es
otra cosa que uno de los grupos de cromosomas homélogos y el otro grupo de
cromosomas homologos sigue con la segunda division meiética. Cuando los
ovocitos llegan al estadio de metafase II se encuentra los cromosomas
ubicados en el plano ecuatorial con cada crométida hermana unida por el
centréomero a polos opuestos del huso. En esta etapa se detiene nuevamente la
meiosis y se volvera a reiniciar cuando se produzca la fecundacién. Cuando el
espermatozoide ingresa al citoplasma del ovocito maduro este induce por
segunda vez el reinicio de la meiosis. En la anafase II los grupos de
cromatidas hermanas se van a los polos opuestos y en la telofase II uno de
estos grupos es expulsado formando el segundo corpusculo polar. Finalizadas
esas etapas los cromosomas del ovocito y del espermatozoide se
descondensan para la formacion de los pronicleos femenino y masculino.
Cuando los pronucleos se comienzan a acercar pasan por una fase de sintesis
de ADN para replicar las cromatidas. Posteriormente establecen un contacto
entre si, se desprenden las envolturas nucleares y los cromosomas maternos y
paternos se ubican en el huso conformando una sola metafase mitética. Esta
primera mitosis da la formacién de las dos primeras células del embrion
(Lattanzi, 2010).

3.2.4. La fecundacion

En la interaccién del espermatozoide y del ovocito se dan diversos sucesos en
los que participan componentes nucleares y citopldsmicos de ambos gametos.
La fertilizacion inicia con la interaccién y posterior fusion de los gametos,
terminando con la asociacion de los cromosomas materno y paterno derivados
de los prontcleos (Galina, 2006).
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3.2.4.1. Interaccién del espermatozoide y el evocito

Cuando el toro eyacula en la vagina de la vaca solo un pequefio grupo de
espermatozoides capacitados logran alcanzar el ovocito y pasar a través del
cimulus oophorus que estd formado por células de la granulosa y é4cido
hialurénico. Esta fase se logra a través de la motilidad hiperactivada que
adquiere el espermatozoide en la capacitacion y también por la accién de la
proteina PH-20 que se encuentra en la membrana plasmatica del
espermatozoide que tiene un dominio con actividad hialuronidasa. (Velasquez,
2004).

La interaccion de los espermatozoides con el ovocito en los mamiferos se da
mediante diversos procesos como son: atravesar las dos envolturas
extracelulares alrededor del ovocito y finalmente la membrana plasmaética del
ovocito. La adhesion de la membrana gametos y la posterior fusion dara la
creacion de los embriones (Janice, 2009).

Finalizada la ovulacién el ovocito en estado de metafase II con presencia del
primer cuerpo polar, envuelto en su corona radiada y liquido folicular cae en el
infundibulo del oviducto y baja hacia el ampolla donde se realiza la
concepcion. El ovocito eclosionado (Figura 1) comienza a perder células del
cumulus mediante procesos autoliticos y presencia de bicarbonato en las
secreciones del oviducto. Los espermatozoides capacitados penetran al ovocito
previamente denudado. El espermatozoide también denuda al ovocito para
poder ingresar a través de las células del cumulus y para eso utiliza la
hialuronidasa presente en el acrosoma el cual actia desdoblando el acido
hialurdnico, componente del cemento celular de las células del camulus
(Schroeder, 1999).
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Figura 1: Ovocito eclosionado Fuente: Fisiopatologia Reproductiva de la
Vaca (1999)

a) Denudacién del ovocito

La hialuronidasa que se encuentra en el acrosoma del espermatozoide es la
encargada de abrirle paso hacia la zona pelicida del ovulo. Es de gran
importancia el proceso de denudacién del ovocito fecundado ya que esto
permitirda que se puedan dar los intercambios gaseosos y metabdlicos
necesarios para que pueda vivir. En los exteriores de la matriz acrosomal
existen proteinas que son liberadas y actian en la unién del espermatozoide a
la zona pelicida (ZP) e incrementan la motilidad del espermatozoide para su
paso por la ZP (Buffone ef al., 2009).

b) Penetracion del espermatozoide

Las barreras que debe pasar el espermatozoide para llegar al citoplasma celular

son: las células del cimulo en desintegracion, la corona radiada, las células de
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la zona pelicida, el espacio perivitelino y membrana vitelina. El
espermatozoide es guiado al ovocito a través de las células del cimulo y
especialmente las de la corona radiada. En el acrosoma del espermatozoide se
produce la acrosina que se encarga de hacer hendidura en la ZP para que
penetre por un tiempo de 30 minutos (Schroeder, 1999).

La penetracion de la ZP se da en dos mecanismos uno mecanico en el que las
fuerzas generadas por el movimiento hiperactivo del espermatozoide lo ayudan
a atravesar la ZP y el otro enzimatico donde las enzimas son liberadas durante
la reaccion acrosomal (RA) y hacen una abertura en la ZP para la penetracion
del espermatozoide (Galina, 2006).

Reaccién acrosémica (RA)

La reaccion acrosémica es la liberacion de los componentes del acrosoma,
donde el Ca?* extracelular es considerado esencial. (Buffone ef al., 2009).

El acrosoma es la estructura que cubre el nicleo en la cabeza del
espermatozoide. Su forma y tamafio varia en las especies pero su estructura
béasica es muy similar en todos los mamiferos. La acrosina es de gran
importancia porque facilita la penetracién de la ZP. El espermatozoide penetra
la ZP del ovocito creando una fisura igual al ancho y alto de su cabeza
(Buffone et al., 2009).

Investigaciones recientes han comprobado que el acrosoma no solo esta
compuesto por enzimas sino también por particulas llamadas matriz acrosomal
que estan compuestas por proteinas que también son mediadores en la unién

de los espermatozoides a la ZP (Figura 2) (Buffone et al., 2009).
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Figura 2: Esquema ilustrativo de las diferentes etapas producidas durante la

reacciéon acrosémica del espermatozoide. A: Espermatozoide no reaccionado,
B: Reaccién acrosémica en proceso, C-D: Espermatozoide reaccionado, Ac:
Acrosoma, JAM: Membrana acrosomal interna. Fuente: Velasquez J G, Estudio
del reconocimiento y la unién entre gametos en la especie bovina (Bos taurus).
Papel del 4cido sialico en la interaccién espermatozoide-zona pelicida: Tesis
Doctoral. 2004.

Solamente aquellos espermatozoides que tengan reaccion acrosomal van a ser
capaces de atravesar la ZP, unirse a la membrana plasmatica y fusionarse con
el ovocito. A parte de la zona pelicida como inductor fisiologico de la reaccion
acrosomal, la progesterona presente en el fluido foliculo y secretada por las
células del cimulo también tienen un importante funcién en este proceso
(Galina, 2006).

Fusion de gametos

La fusion entre las membranas plasmaticas de los gametos femenino y
masculino tiene como requisito la RA. Cuando ¢l espermatozoide ha pasado a
través de la ZP, su cabeza se desplaza hacia el espacio vitelino y contacta con
el oolema. Cuando el espermatozoide penetra el oolema su material celular se

dispersa dentro del citoplasma del ovocito. (Alonso y Caccia, 2007).
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Figura 3: Pasos de la fecundacion A. El espermatozoide entra por primera vez
al monticulo ovérico y penetra en el primer cuerpo polar estid presente en el
especio perivitelino y el huso metafasico del ovocito secundario estid en el
citoplasma. B. Un espermatozoide ha experimentado reaccién acrosémica. C.
La membrana acrosémica externa del espermatozoide entra en contacto con la
ZP. D. Las enzimas expuestas en la superficie de la membrana permiten la
penetracién hacia el especio perivitelino. E. La region ecuatorial de la cabeza
espermatica se fija a la membrana vitelina y se fusiona con ella, estimulando la
terminacién de la segunda divisién meiotica. F. El proniicleo femenino y el
masculino, se forma después de la liberacion del segundo cuerpo polar. G. Los
pronucleos emigran al centro de los ovocitos, donde las envolturas nucleares se
dispersan. H. Se inicia la profase de la primera division mitética.

Fuente: Alonso y Caccia. Fisiologia de la Reproduccion de 1a Vaca. 2007.
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La fecundacion es un proceso que depende principalmente de la fusion
espermatozoide ovocito, la cual se da cuando el espermatozoide con el
acrosoma reaccionado ha atravesado la ZP, llegando al especio perivitalino y
contactando con la membrana del ovocito. Una vez realizada la fusién el
espermatozoide deja de moverse y es introducido en su totalidad dentro del
ovocito. A través de la fusion de membranas la porcién posterior de la cabeza
espermatica y el flagelo se internalizan en el ovocito, mientras que la porcién

anterior de la cabeza se engloba por fagocitosis (Figura 4). (Velasquez, 2004).

Antes de la fusion
de las membranas

Durante la fusion
de las memtbranas

Deaspués de ia fusdn
do las membranas

Figura 4: Diagrama de la fusién de las membranas del espermatozoide y
oolema. Fuente: Velasquez J G, Estudio del reconocimiento y la unién entre
gametos en la especie bovina (Bos taurus). Papel del acido sidlico en la

interaccion espermatozoide-zona peltcida: Tesis Doctoral. 2004.

Uno de los primeros sucesos que ocurre en el nicleo espermético al momento
de incorporarse en el citoplasma del ovocito, es el rompimiento de la envoltura
nuclear. A efecto de esto la cromatina es expuesta al citoplasma del ovocito y
comienza a descondensarse hasta tornar una masa homogénea dispersa. En este
proceso las protaminas son removidas del dcido desoxirribonucleico (DNA) y

se reemplaza por histonas.
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Luego de estos cambios se da el ensamblaje de una nueva envoltura nuclear
alrededor de la cromatina descondensada para llevar a la formacién del
pronucleo masculino y poder iniciar la replicacion de DNA. Terminada la
anafase II, los cromosomas del ovocito que se encuentran dispersos en el
cigoto comienzan a organizdndose y a su alrededor comienza a formarse una
nueva envoltura nuclear dando formacién al pronicleo femenino y la
replicacion del DNA (Galina, 2006).

De manera casi sincronizada se realiza la sintesis de DNA en ambos
pronucleos. El ovocito posee una actividad supresora que asegura el desarrollo
sincronico de los pronicleos a través de la prevencion del desarrollo del
pronucleo femenino durante las primeras horas de la activacion del ovocito.
Cuando ya se encuentran formados los pronticleos estos comienzan a crecer y
acercarse hasta fusionarse; posteriormente la envoltura nuclear se rompe
dejando escapar una masa de cromosomas parcialmente condensados. Los
cromosomas completan su condensacion y se acoplan, uniéndose los caracteres

hereditarios paterno y materno. (Galina, 2006).

3.2.5. Segmentacién embrionaria

Mediante la unién del espermatozoide con el ovocito se inician reacciones
quimicas y fisicas, las cuales conducen a una sola célula a divisiones celulares
continuas que conllevan a la formacion de un individuo, el cual se conecta
metabolicamente con la madre la que se encarga de compartir sus nutrientes y
permitirle nacer cuando ha alcanzado su grado de desarrollo y madurez
adecuado para su supervivencia (Alonso & Caccia, 2007).

El cigoto con su nuevo material genético y modificacion del citoplasma, inicia
la produccién de un organismo multicelular. Este se inicia a través de un
proceso llamado segmentacion, que es una serie de divisiones donde el volumen
del citoplasma del ovocito es dividido (Galina, 2006).

La pre-implantacién es un proceso caracterizado por una serie de divisiones,
activacion del genoma embrionario el cual se compacta, se cavita (formacion
del blastocisto) para finalmente incubarse y ubicarse en la zona de

implantacion en la pared uterina. Cuando se ha logrado la pre-implantacién se
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da la formacion de una estructura llena de fluido llamado blastocisto,
compuesto de un epitelio exterior trofoectodermo (TE), que rodea un pequefio
grupo de células llamado masa celular interna (MCI) y una gran cavidad llena
de liquido. El TE, es el primer tipo de células diferenciadas del desarrolio, es
un tejido especializado que forma la placenta. La MCI son células que

conforman el embrién (Duranthon y Col, 2008).

3.2.5.1. Formacion del blastocisto

Cuando el embrién llega a una division de 16 células, las blastomeras
comienzan a formar uniones estrechas entre ellas adoptando una forma circular
ligeramente lobulada denominada mérula (Figura 5). Finalizada la formacion
de la moérula, las blastémeras empiezan a separarse en dos grupos las células
internas y las externas. Las células internas desarrollan uniones tipo gap, que
permiten la comunicacién intercelular y van a mantener agrupado a este
conjunto celular. Las células externas desarrollan uniones estrechas u
ocluyentes, que se producen para modificar las caracteristicas de
permeabilidad. Cuando las uniones estrechas se encuentran formadas los
fluidos empiezan a acumularse en el interior del embrion. Esto se da cuando se
introducen iones al interior de la mérula y al aumentar la concentracion de
éstos, el agua difunde hacia el interior y comienza a formarse la cavidad o
blastocele en la masa de células. El embrion ain rodeado por la ZP, recibe el
nombre de blastocisto y en él se diferencian dos poblaciones de células, la
interna que dard origen al embrion y la que esta situada periféricamente que
dard origen a la placenta y que interviene en la ingestién selectiva de
nutrientes (Hafez, 2000). Las células del trofoblasto que son las que se
encuentran periféricamente poseen permeabilidad selectiva favoreciendo el

transporte de agua y sodio para la formacién del blastocele.
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Figura 5: Estado de desarrollo Valoracién morfologica segin IETS
Fuente: Valoracién morfoldgica segin IETS (2010).
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1. Ubicacién

El estudio se realizo en el laboratorio de Biotecnologia Animal, Reproduccion
y Mejoramiento Genético de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de

Mendoza.

4.2. Material biolégico

4.2.1. Aspiracion, medicion y seleccion de los complejos ovocito-cumulus

(COCs)

Todos los medios y reactivos usados fueron de Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA) a menos que se sefiale lo contrario. Se colectaron y transportaron ovarios
del centro de beneficio de Chachapoyas-Amazonas, en un recipiente isotérmico
conteniendo cloruro de sodio al 0.9% (wt/vol) con 0.025 mg/ml de
estreptomicina, temperado a 37 °C. En el laboratorio, los ovarios fueron
nuevamente lavados en cloruro de sodio al 0.9%. Luego, se aspiraron los
complejos ovocito-cimulus (COCs) usando una jeringa de 10ml y una aguja de
18 G con medio de manipulacion HEPES suplementado con 50 mg/ml de
gentamicina y 10% (vol/vol) de suero fetal bovino (SFB). Los COCs fueron
aspirados separadamente a partir de tres didmetros foliculares de la superficie
del ovario; 1-2, 3-4 y 5-6mm, fueron medidos con una regla. Luego de tres
lavados, se midié por cada grupo el diametro del ovocito; denudado
previamente con 0.5mg/ml de hyaluronidasa (el didmetro excluy6é la zona
pelicida), con ayuda de un software con camara (Olympus, Japén) adherida a
un microscopio invertido (Olympus, Jap6n).

La clasificacion de los COCs por grupo se realizd en cuatro categorias,
dependiendo de la presencia y calidad de las células del camulus, la coloracién
y forma del ovocito (Figura 6) (Liebfried y First., 1979; Sato et al., 1990).
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Figura 6: Categorizacion de los ovocitos

Las fotografias muestran ovocitos en diferentes categorias: ovocito con células
del cumulus compacta mayor a 4 capas y con citoplasma homogéneo (A),
ovocito con 1 a 3 capas de células del cimulus y un citoplasma homogéneo
(B), ovocito con un cimulus denudado y un citoplasma irregular con zonas
oscuras (C) y ovocito con células del cimulus expandidas y un citoplasma
irregular y con zonas oscuras (D). Fuente: Liebfried y First. Characterization of

bovine follicular oocytes and their ability to mature in vitro. 1979.

4.2.2. Maduracion in vitro de los complejos ovocito-ciimulus
Los COCs de otro lote de ovarios fueron usados para este experimento,
siguiendo el procedimiento de aspiracién y lavado descrito previamente. Los

grupos de COCs segin procedencia de diametro folicular fueron clasificados

21



de forma similar a lo descrito previamente, para posteriormente ser cultivados
in vitro separadamente por 24 horas en una atmosfera humidificada con 5%
CO; a 38.5 °C, en placas de 4 celdas (NUNC, USA) en medio de maduracion
TCM-199 suplementado con 0.25 mg/ml de piruvato de sodio, 50 ug/ml de
gentamicina, 0.01UI/ml de hormona foliculo estimulante (FSH), 0.01UI/ml de
hormona luteinizante (LH), 0.lmg/ml de glutamina, 10ng/ml factor de
crecimiento epidermal (EGF), lug/ml de 17p-estradiol y 10% SFB. La
estructura nuclear se evalué con un microscopio binocular (Olympus, Japon)
previa fijacion de los ovocitos en laminas portaobjeto con acido acético-etanol
(1:3, vol/vol) y tefiidos con 1% de aceto-orceina (wt/vol), segin lo reportado
por Hirao et al., 1995; Motlik y Fulka, 1976).

Los ovocitos fueron clasificados como vesicula germinal (VG) cuando
presentaban la membrana nuclear intacta y la cromatina en el nucleoplasma.
Los ovocitos fueron clasificados como maduros (metafase II-MII) por la
presencia del corpusculo polar, los cromosomas condensados y la ausencia de
la membrana nuclear. Otro grupo de ovocitos fueron seleccionados para

continuar el experimento de fecundacién in vitro post maduracion (Figura 7).
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Figura 7: Maduracion nuclear. Las fotografias muestran ovocitos en diferentes
estadios de la maduracion nuclear: Vesicula Germinal (A) y Metafase II (C).

Fuente: propia
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4.2.3. Fecundacion in vitre de los complejos ovocito-cumulus

Para este experimento se usé semen nacional congelado de la raza Holstein.
Espermas motiles fueron lavados, seleccionados y capacitados por el método
de Percoll (Parrish et al., 1995) y adicionados al medio de fecundaciéon TALP-
FIV (Vajta, 2000), suplementado con 0.25 mg/ml de piruvato de sodio, 50 ug
de gentamicina, 0.03mg/ml de heparina y 3 mg/ml de suero de albumina
bovina factor cinco (BSA-V). Los COCs madurados (Figura 8) y los
espermatozoides capacitados se incubaron por 18 horas en una atmosfera
humidificada a 38.5°C con 5% CQa.
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Figura 8: Ovocitos inmaduros y ovocitos maduros con expansion de células del
ciamulus. Las fotografias muestran ovocitos inmaduros (A) y ovocitos madurados
in vitro después de un periodo de 24h (B) obtenidos de foliculos de tres diametros

diferentes. Fuente: propia.
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4.2.4. Cultivo in vitro de los cigotos
Se cultivaron los cigotos en grupos de 25 en una placa de cuatro pocillos
durante 7 dias a 38.5°C, con mezcla de gases, utilizando el medio SOF base
(Vajta et al., 2000) suplementado con 0.044g/1 de piruvato de sodio, 0.039g/1 de
L-glutamina, 3.0mg/ml de Suero Albumina Bovina (BSA-FAF), 1X de amino
acidos esenciales, 1X de amino acidos no esenciales, 10mg/ml de EGF,
0.1mg/mL de 4cido citrico, 0.5mg/ml de myo-inositol, 50ug/ml de gentamicina
y 2% de SFB. (Figura 9). Se consideraron ovocitos degenerados a aquellos que
no presentaron division celular y tenian poco o nada de contenido

citoplasmatico.
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Figura 9: Blastocitos obtenidos a los 7 dias post fecundacion. Las fotografias

muestran embriones a partir de ovocitos obtenidos de foliculos de tres diametros

diferentes en categoria de blastocistos al dia 7 de cultivo. Fuente: propia.
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4.3. Analisis estadisticos de los resultados:

Para determinar la existencia o no de diferencias estadisticas entre los
didmetros de los ovocitos por cada diametro folicular se realiz6 el analisis de
varianza (ANDEVA) al 5% de significancia. Para identificar el didmetro
folicular que contenga ovocitos con mayor competencia meiética y desarrollo
embrionario in vitro se usé el post test de TUKEY. En ambos casos el

programa estadistico empleado fue el SPSS ver. 19.
V. RESULTADOS

En la Tabla 1, se observa que no existio diferencia significativa (P>0.05) entre
los didmetros de los ovocitos obtenidos de foliculos de diferentes diametros.
Ademds, el nimero de ovocitos de categoria A (Liebfried y First., 1979; Sato et
al., 1990) fue mayor para foliculos de didmetro entre 1-2mm y 3-4mm que para

los foliculos de diametro 5-6mm.

Tabla 1. Relacion entre el didmetro folicular, categoria de los complejos

ovocitos-camulus (COCs) y diametro del ovocito

Didmetro N° Ovaocitos Diametro de

Folicular (mm) examinados ovocitos (um)

1a2mm 30 115, 1+ 6,97
3 a4 mm 30 113,0+ 6,82
5a6mm 30 113,8+5,72

a, b; letras diferentes indica que hay diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

De los ovocitos medidos tenemos que el promedio de didmetro de ovocitos
obtenidos de foliculos de 5-6mm es de 113.84, los ovocitos obtenidos de
foliculos de 3-4mm estan en un promedio de 113.04um, los ovocitos obtenidos
de foliculos de 1-2mm estin en un promedio de didmetro de 115.15pm sin

presentar diferencia significativa entre ellos.
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Grafico 1. Comparacién entre diametro folicular y didmetro de ovocito.

La competencia meidtica de los ovocitos por didmetro folicular fue evaluada en
otro grupo de ovocitos colectados. La Figura 3 y Tabla 2 muestran que los
ovocitos de diametros foliculares de 1-2mm y 3-4mm presentaron
significativamente mayor competencia meidtica que aquellos procedentes de
los foliculos de 5-6mm, logrando un porcentaje de maduracion de 89, 85 y

25%, respectivamente.

Tabla 2. Competencia meidtica post 24h de maduracién de los complejos

ovocitos-camulus (COCs) segiin diametro folicular.

Diametro N° Ovocitos Didmetro de

Folicular (mm) examinados  ovocitos (um)

122 mm 434 385 (89.0)a
324 mm 86 73 (85.0)a
526 mm 12 3 (25.0)b

a, b, letras diferentes indica que hay diferencia estadistica significativa
(P<0.05).
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En la tabla 3, se observa que los ovocitos extraidos de foliculos de 3-4mm y 5-
6mm obtuvieron mayor porcentaje de segmentacion con 86% y 89%
respectivamente, y los ovocitos extraidos de foliculos de 1-2mm obtuvieron un
porcentaje de segmentacidn mas bajo con 69% presentando diferencia

significativa entre ellos.

Tabla 3. Segmentacién embrionaria post 18h de fecundacion de los complejos

ovocitos-camulus (COCs) segin didametro folicular.

Diametro N° Ovocitos Segmentacién embrionaria n° n° (%)
Folicular (mm) examinados Ho 2cel 4cel 8cel 16cel Mor. Blas. segni:r:lacién
1a2mm 129 40 10 3 8 20 16 32 89(69)a
Ja4mm 124 18 12 7 15 13 21 38 106(86)b
5a6mm 18 2 1 0 1 2 4 7 16(89)b

a, b; letras diferentes indica que hay diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

En la tabla 4 se puede observar que existié diferencia significativa (P>0.05)
entre el porcentaje de desarrollo embrionario de los ovocitos extraidos de los
tres rangos foliculares. Se presentd en mayor porcentaje el desarrollo de
blastocitos en los foliculos de 3-4mm (31%) y 5-6mm (39%) en comparacion
de los foliculos de 1-2mm (25%).

Tabla 4. Desarrollo embrionario de los complejos ovocitos-cumulo (COCs)

Didmetro N° Ovocitos Desarrollo embrionario
Folicular (mm) examinados (Blastocistos), n (%)

1a2mm 129 32 (25.0)a

3Ja4 mm 124 38 (31.0)b

5a6mm 18 7 (39.0)c

a, b, c; letras diferentes indica que hay diferencia estadistica significativa
(P<0.05).



Los COCs fueron madurados por 24 h, fecundados por 18 h y cultivados in
vitro por siete dias en medio de cultivo SOF para luego ser analizados segiin su
clasificacion. Valores con diferentes superindices en cada fila representan

diferencias significativas (P<0.05).

VI. DISCUSION

Segin Blondin y Sirard, 1995, establecieron que a mayor diametro folicular la
competencia meidtica es mejor. En nuestro estudio se encontré que el didmetro
folicular de 1-2mm contenia ovocitos con un promedio de 115,1um de
diametro de ovocitos mayor pero no significativo al promedio similar del
didgmetro de los ovocitos extraidos de foliculos de 3-4mm (113, 0 pm) y 5-
6mm (113, 8 pm). Lo que demuestra que los ovocitos de foliculos pequefios
(1-2mm) ya han completado su fase de crecimiento. En suma a ello, se observo
que los ovocitos extraidos de foliculos de 1-2mm obtuvieron un porcentaje de
maduracion de 89% similar al porcentaje de maduracion de 85% de los
ovocitos extraidos de los foliculos de 3-4mm, sin embargo el porcentaje de
maduracion de los ovocitos extraidos de foliculos de 5-6mm fue de 25%
significativamente menor a los promedios antes mencionados, este resultado
podria deberse a que los foliculos de mayor didmetro en nuestro experimento,
pueden contener ovocitos en estado de degeneracion, ya que las condiciones
nutricionales, ambientales y de manejo son pobres en la regién de Amazonas y
ademads, se ha demostrado que estos factores tienen influencia sobre el estado
reproductivo de la hembra bovina.

McCaffrey et al 1992, observo que foliculos de 6-8mm tienen potencial de
segmentacion y desarrollo mayor que de foliculos <6mm, lo cual fue similar a
los resultados obtenido en este estudio ya que los ovocitos que llegaron a tener
mayor porcentaje de segmentacién fueron los ovocitos extraidos de 3-4mm y
5-6mm con 86% y 89% respectivamente a comparacion de los ovocitos
extraidos de los foliculos de 1-2mm quienes obtuvieron un porcentaje de
segmentacion de 69%, lo que significa que estos ovocitos pueden ser

fecundados pero no precisamente van a llegar a la dltima etapa de desarrollo.
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Tan y Lu (1990), demostraron que los ovocitos obtenidos de foliculos >6 mm
de diametro tenian mayor porcentaje de desarrollo en blastocistos. En nuestro
estudio se encontr6 que el desarrollo embrionario in vitro de ovocitos extraidos
de foliculos de 5-6mm fue mayor significativamente al porcentaje de desarrollo
embrionario de los ovocitos extraidos de foliculos de 3-4mm y estos a su vez
mayores al porcentaje de desarrollo embrionario de los ovocitos extraidos de
foliculos de 1-2mm, similar a lo reportado por Sirard et al., 1992; Tan y Lu
(1990) y McCaffrey et al., 1992, demostrando asi que los ovocitos de menor
diametro folicular completaron su crecimiento y adquirieron competencia

meidtica pero no competencia de desarrollo.

Vil. CONCLUSIONES

- El diametro folicular no esta directamente relacionado con el didmetro del
ovocito.

- Los ovocitos obtenidos de foliculos de 1-2mm y 3-4mm presentaron
competencia meidtica superior, obteniendo mayor porcentaje de ovocitos
en MII en estos grupos.

- La capacidad de desarrollo embrionario in vitro fue superior en ovocitos
procedentes de foliculos de 3-4mm y 5-6mm, obteniendo mayor porcentaje

de desarrollo embrionario en estos grupos.

VIII. RECOMENDACIONES

- Evaluar la edad, estado fisiolégico, presencia de foliculo de graf,cuerpo
luteo, cuerpo hemorragico y cuerpo albicans antes de realizar la aspiracion
folicular de los ovarios de las vacas.

- Se recomienda aspirar los foliculos a partir de los didmetros de 1-2mm ya

que se ha demostrado que tienen la capacidad de generar embriones.
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Anexos “A”

Protocolos de fertilizacion in vitro

Tabla 1: Preparacion de la solucion salina.

SOLUCION SALINA 0.9% PARA 1L

NaCl 9¢
Agua destilada 1L
Gentamicina 1ml

* Luego de la preparacion llevar a la autoclave para después agregarle el antibidtico.

Tabla 2: Preparacion del medio de manipulacion.

MEDIO DE MANIPULACION PARA 100ml
TCM-HEPES 90ml
SFB 10ml
GENTAMICINA 100ul

TABLA 3: Preparacion del medio de maduracion.

MEDIO DE MADURACION PARA 10ml
TCM-199 9mi
SFB 1ml
PIRUVATO 20ul
FSH-LH 50ul
GLUTAMINA 60ul
EGF 10ul
ESTRADIOL 10ul
GENTAMICINA 10ul
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Tabla 4: Preparacion del medio de fertilizacion

TALP - (FIV)FERTILIZACION

MW mM 500ml
NaCl 58.44 114.0 3.331
KCl 74.55 3.2 0.119
CaCl2 + 2H20 147.00 2.0 0.147
MgCl12 + 6H20 203.30 0.5 0.051
NaHCO3 84.01 25.0 1.05
NaH2PO4 119.98 0.3 0.018
LACTATO DE 112.10 10.0 0.93ml1
Na
ROJO FENOL 354.40 1.0mg/100m 0.005

1
MEDIO DE FERTILIZACION PARA 10ml

TALP-FIV 10ml
PIRUVATO 100ul
HEPARINA 100ul
GENTAMICINA 10ul
BSA-FAF 30mg

Tabla S: Preparacion del percoll al 90%

TALP — 10X (Medio utilizado para preparar gradiente de
percoll)

COMPONENTE | VOLUMEN/25 | VOLUMEN/50ml | UI Stock de

S ml (mg) (mg) sales
NaCl 6250ul 2.886gr 4M
KCl 57.75 mg 0.1155gr M
NaH2PO4 9mg 0.018gr 0.1M
CaClI2(2H20) 73.5 mg 0.147gr M
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Tabla 6: Preparacion del medio de capacitacion.

MgCI2(6H20) 20. 25 mg 0.0405gr 0.1IM

HEPES 595 mg 1.19¢r -
PERCOLL AL 90% PARA 40ml

SP-TL 10X 4ml

NaHCO3 84mg

LACTATO DE Na 90ul

PERCOLL 36ml

MgCl12 6H20 158ul

CaCl2 H20 78ul

TALP — SPERM — BASIC - MEDIA (Gabor)

INGREDIENTES 1000ml 250ml 500ml
NaClg 5.772 1.443 2.886
KClg 0.231 0.05775 0.1155
NaH2POA4g 0.042 0.0105 0.021
CaCl2 + 2H20g 0.294 0.0735 0.147
MgCl2 + 6H20g 0.223 0.05575 0.1115
LACTATO DE Na 3.7 0.925 1.85

HEPES 2.603 0.65075 1.3015
NaHCO3g 2.1 0.525 1.05

H20ml 998 249.5 499

MEDIO DE CAPACITACION PARA 50ml

TALP-SPERM 50ml
PIRUVATO 500ul
GENTAMICINA 50ul
BSA fraccion V 300mg
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Tabla 7: Preparacion del medio SOF.

COMPONENTES | MW () DE W | 200ml 250ml

NaCl 58.44 1258 2mg(100mM) | 1572.75mg
KCl 74.55 106.8mg(7mM) 133.5mg
KH2PO4 136.1 32.4mg(1.2mM) 40.5mg
CaCL2 + 2H20 147 49.6mg 62mg
MgCI2 + 6H20 203.31 19.2mg 24mg
NaHCO3 84.01 421 2mg 526.5mg
ROJO FENOL 0.28mg 0.35mg
LACTATODENa | //1.3g/ml 94.12ul (60%) 117.65ul

*Filtrar y almacenar a 4°C hasta afiadir aditivos (3 tubos de 50ml)

ADITIVOS SOF (medio de cultivo)

250ml 100ml 10ml
PIRUVATO 1ml 400ul 40ul
GLUTAMINA 500ul 200ul 20ul
AAE 5ml 2ml 200ul
AANE 2.5ml 1ml 100ul
EGF 250ul 100ul 10ul
AC. CITRICO 250ul 100ul 10ul
MYOINOSITOL 2.5ml 1ml 100ul
SFB Sml 2ml 200ul
GENTAMICINA 250ul 100ul 10ul
BSA FAF 750mg 0.3g 0.03
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Anexos “B”

Fotos de los procesos de fertilizacién in vitro

Sedimentacion del liquido folicular Resuspencion del pelet del liquido folicular
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Preparacion de medios. Placa de 4 pocillos para la maduracion y
fecundacidn de ovocitos, y cultivo de cigotos.
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Encubadora de CO; para la maduracién y

fecundacion de ovocitos, y cultivo de cigotos.

Evaluacién en un microscopio del estado
de maduracién de los ovocitos.

Tincién de ovocitos con aceto orceina

Centrifugado en el proceso de seleccion
y capacitacion espermatica.



Unidn de los espermatozoides con los
ovocitos por 18 h.

Evaluacién de embriones después de 7
dias de cultivo
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Denudacion de cigotos para cuitivo

por 7 dias




