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- RESUMEN

El presente estudio sobre maduracion y fertilizacion in vitro de ovocitos
bovinos se realizo en la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de ia
Universidad Nacional del Altiplano en Puno con el objeto de evaluar el
efecto de las hormonas GnRH y LH en la maduracién y fertilizacién in vitro
de ovocitos inmaduros obtenidos de vacas Brown Swiss sacrificadas en el
matadero. Para la experimentacion se utilizaron 225 ovocitos, donde el
medio base fue TCM-199, se conformaron tres tratamientos con tres
repeticiones cada una: T1 sin hormonas; T2 con 0,8mg/mi de GnRH y T3
con 10mg/ml de LH. Los resultados obtenidos indican que se obtuvo un
20% de ovocitos maduros en el tratamiento 2 y un 28% en el tratamiento
3. Lo cual nos demuestra que hubo. un mayor nimero de ovocitos
madurados respecto al grupo control en la cual solo se obtuvo un 4% de
ovocitos maduros. Por lo que se concluye que la adicibn de estas
hormonas al medio de maduracién induce a una mayor tasa de
maduracion in vitro de ovocitos bovinos sin embargo en este mismo

medio no se produjo la fecundacion de los ovocitos.



I. INTRODUCCION:

La obtencién de la maxima produccion en la crianza de cualquier especie
animal, requiere fundamentalmente de una buena eficiencia reproductiva;
por lo que el impacto de las nuevas tecnologias reproductivas no esta
limitado solamente a su papel dentro de los sistemas de seleccién y
mejora genética animal; sino que esta abierto las posibilidades de
implementar sistemas de produccion totalmente nuevos y mas eficientes
(Vivanco, 2000).

La produccién in vitro de embriones es un método eficaz no solo para
multiplicar sino también para prolongar la vida reproductiva de vacas
donantes de alto valor genético aun cuando estas presenten patologias

del tracto reproductivo. (Herradon, PG 2007)

Para que la fecundacién in vitro pueda lievarse a cabo, es necesario que
tanto ovocitos como espermatozoides completen etapas previas

necesarias de maduracién y capacitacion.

Los ovocitos inmaduros de los mamiferos se encuentran en el interior del
foliculo ovarico rodeado de una masa de células somaticas y mantenidos
en un estado de reposo meiético, estado que se mantiene hasta la llegada
de la oleada preovulatoria de gonadotropinas que provocara que el
ovocito inicie su maduracidn nuclear mientras que el cumulus celular se
expande y se mucifica. De esta manera, en el momento de la ovulacion, el
ovocito esta rodeado de un cumulus expandido a la vez que nuclearmente
a progresado hasta llegar a la metafase de la segunda divisién meiotica,
hecho evidenciado por la expulsion del primer corpusculo polar en el

espacio perivitelino.

Todo el sistema de fecundacion in vitro requiere la maduracién de los

ovocitos, de cuyo éxito depende el de la fecundacidén. Los ovocitos



inmaduros pueden madurar en un cultivo in vitro bajo condiciones
adecuadas, pero que todavia, existen mecanismos no aclarados en la
maduracién in vitro de ovocitos que permiten que los que han madurado
in vivo, puedan fecundarse mejor que aquellos ovocitos madurados in
vitro. Debido probablemente a la existencia de factores hormonales o
foliculares intraovaricos que no son afnadidos a los medios y que

intervienen en la maduracion completa del ovocito.

A lo largo de los anos, se han estudiado los factores que favorecen el
proceso de la maduraciéon in vitro, en este sentido, los medios de
maduracion se han suplementado con hormonas y compuestos séricos.
Las hormonas se utilizan debido a que las gonadotropinas (FSH y LH) y
algunas hormonas esteroideas tienen un papel fundamental en el
desarrolio del foliculo y en la maduracién del ovocito, la suplementacion
sérica también se ha empleado de manera rutinaria en los medios de
maduracién in vitro, con el objeto de ofrecer una fuente de proteinas y

energia al ovocito durante la maduracion.

De esta manera, en este trabajo se analizé los posibles efectos de la
GnRH y LH en la maduracion de ovocitos sobre los siguientes aspectos:
la maduracién in vitro de ovocitos y en la fecundaciéon in vitro, para
comprobar si, los ovocitos madurados en presencia de estas hormonas,

puedan fecundarse correctamente.

Los resultados de maduracién de ovocitos del 20% y 24% en un medio
adicionado con GnRH y LH respectivamente permiten realizar un
esclarecimiento sobre los efectos que puedan tener las dos hormonas, en

lo relativo a la maduracién y fecundacion in vitro de ovocitos



1.1. OBJETIVO GENERAL.:
- Determinar el efecto de las gonadotropinas en la maduracion y
fertilizacion in vitro de ovocitos recolectados de vacas Brown

swiss en Puno.

1.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Evaluar el efecto de la GnRH en la maduracién y fertilizacién
in vitro de ovocitos recolectados de vacas Brown swiss post
mortem. |

- Evaluar el efecto de la LH en la maduracion y fertilizaciéon in
vitro de ovocitos recolectados de vacas.Brown swiss post
mortem.

- Determinar la tasa de embriones transferibles obtenidos al

7mo dia de cuiltivo.

1.2.HIPOTESIS
“Si se maduran y fertilizan, in vitro, ovocitos bovinos en medio de
cultivo TCM 199 suplementado con GnRH o LH, en estas condiciones
de cultivo los ovocitos expresaran una mayor competencia para el
desarrollo [o que se traducira en la obtencién de un mayor numero de
ovocitos madurados de esta forma se producira mayor numero de

ovocitos fecundados.



Il. MARCO TEORICO:
2.1.Revision bibliografica:
2.1.1. Generalidades de la produccioén in vitro de embriones.

Las grandes expectativas creadas por la produccion de
embriones in vivo se han visto defraudadas con el tiempo
debido al bajo numero de embriones transferibles obtenido en
cada lavado, la existencia de hembras que no responden a los
tratamientos superovulatorios, la necesidad de respetar
periodos de descanso entre dos recogidas consecutivas y la
obligatoriedad de que la donantes estén en perfectas
condiciones ginecolbgicas, situacién dificii de mantener en
vacas multiparas. Han creado la necesidad de desarrollar un
procedimiento alternativo para la produccion de embriones.
(Herradon, et al. 2007)

La produccioén in vitro de embriones se basa en Ia utilizacion de
ovocitos inmaduros, recogidos de ovarios del matadero o
mediante aspiracion folicular de vacas donantes de distintas

edades y estados fisiolégicos. (Gordon 2004)

La produccién in vitro de embriones bovinos puede dividirse en
tres pasos fundamentales: Maduracion de ovocitos,
fecundacioén de ovocitos maduros y cultivo de embriones. Estos
tres pasos, comprenden una compleja serie de procesos
fisiologicos condicionando cada uno el éxito o el fracaso del
siguiente. Luego de la maduracién in vitro, aproximadamente el
90% de los ovocitos inmaduros puestos a cultivar, alcanzan el
estadio de metafase Il y expulsan el primer cuerpo polar entre
las 16 y 24 hs de comenzada la maduracion. De estos,



21.2.

aproximadamente el 70% es fecundado y comienzan a
dividirse, al menos, hasta el estadio de 2 a 4 células. Sin
embargo, solo un 25-40% alcanza el estadio de blastocisto
luego del cultivo durante 6-7 dias. (Mucci y Col. 2006, Ahuja y
Col. 2009) '

Maduracion del ovocito.
2.1.2.1. Maduracién del ovocito in vivo

En especies de mamiferos como la vaca, unas horas

antes de la ruptura del foliculo y la ovulacién, el ovocito

totaimente crecido en el foliculo preovulatorio se

reanuda la meiosis, pasando de la profase | de la

primera divisibn meibtica hasta metafase |l, este

proceso de maduracion, que se acompafa de cambios

complejos, en el nucleo y citoplasma, transforma el

ovocito primario en un ovocito secundario maduro y

receptivo a la fertilizaciébn y competente para lograr el

desarrollo embrionario. (Gordon 2003)

La maduracion y la meiosis del évulo no se completan

sino hasta que se termina la fecundacién, cuando el

ovulo se convierte en cigoto. (Hafez 2002)

2.1.2.1.1. Maduracion nuclear.
Es un proceso necesario para que le ovocito
reduzca su carga cromosomica,
convirtiéndose en haploide, y asi, una vez
fecundado por un espermatozoide, pueda
dar lugar a un cigoto diploide y viable.
(Palma y col. 1993)



La maduracidn nuclear de ovocitos pre-
ovulatorios esta regulada por factores
presentes en el fluido folicular, por la
interaccién de ovocitos y células foliculares
como también por factores endocrinos, tales
como las gonadotropinas. Los ovocitos
pueden alcanzar la maduracion nuclear
cuando estos tienen un diametro superior a
110 ym, mas, para adquirir la capacidad de
desarrollo embrionario, deben estar con un
diametro superior a 120um (revisado por
Chaves et al 2010).

La maduracién nuclear de los ovocitos de la
especie bovina se inicia con la ruptura de la
vesicula germinal (GVBD) y la sintesis de
proteinas activas que son necesarios para la
descondensacién de la cabeza de los
espermatozoides y para la formacion del
pronicleo masculino. La GVBD se
caracteriza por la condensacion de la
cromatina, la desaparicion del nucléolo y la
desintegracién membrana nuclear. (Gordon
2003)

El ovocito sufre su primera division meidtica
con la expulsién del primer corpusculo polar
en el espacio perivitelino. El ovocito, que
ahora se denomina un ovocito secundario,

comienza la segunda divisidon meibtica hasta



21.21.2.

llegar a metafase Il. La segunda divisidon
meiotica se completa con la penetraciéon del
espermatozoide al oévulo lo cual es
acompariado por la expulsiéon del segundo
corpusculo polar en el espacio perivitelino. El
ovocito en esta etapa contiene el namero
haploide de cromosomas. (Gordon 2003)
Maduracién citoplasmatica.

Aunqgue los cambios nucleares pueden ser
claramente observados en el ovocito, existen
otros cambios, a nivel del citoplasma y de la
superficie del ovocito, que son mucho menos
evidentes y muy importantes para el éxito de
la fecundacién y desarrollo embrionario.
(Palma y col. 1993)

La maduracién citoplasmatica es
considerada como un conjunto de procesos
por el cual el ovocito se convierte en una
célula capaz de ser fecundado y poder
soportar el desarrollo embrionario. La
maduracion citoplasmatica es necesaria para
la obtencién de condiciones de bloqueo de la
polispermia, para descondensar el nucleo
del espermatozoide y formar el pronucleo
masculino después de la fecundacion.

(Revisado por Chaves et al 2010)



2.1.2.2. Maduracioén in vitro de ovocitos.

El objetivo de la maduracién in vitro es lograr en el

laboratorio que los ovocitos sigan las mismas

transformaciones durante el periodo de maduracion

folicular previo a la ovulacién, y asi, obtener ovocitos

viables para la fecundacion y desarrollo embrionario.

(Gordon 2004)

Bajo el microscopio, el primer signo evidente que la

meiosis se reanuda es la disolucién de la membrana

nuclear (GVBD), la expulsion del primer corpusculo

polar, y la expansion de las células del cumulus que

rodean al ovocito. (Gordon 2003).

2.1.2.2.1. Recuperacion de ovocitos.
Los ovocitos inmaduros utilizados para la
maduracion in vitro pueden ser obtenidos a
partir de hembras vivas, mediante la puncion
de los foliculos via endoscopica o
transvaginal, o a partir de los ovarios de
'hembras sacrificadas en el matadero, este
segundo sistema es una fuente barata y facil
de obtener ovocitos para la investigaciéon en
la produccién de embriones. (Gordon 2004)
Los ovarios recolectados del matadero
pueden almacenarse para su transporte al
laboratorio hasta un maximo de 11 horas en
una solucibn de cloruro de sodio
conteniendo penicilina y estreptomicina
mantenidos entre 25-35°C, de esa forma los



21.2.2.2.

resultados de maduracion y fecundacion in
vitro de los ovocitos no se veran
comprometidos. (Palomino 2000)
Las principales técnicas utilizadas para
obtener los ovocitos bovinos a partir de los
ovarios de matadero es mediante la
aspiracion de foliculos debido a la facilidad y
la velocidad de la operacion, la desventaja
de esta técnica se traduce en una mayor
alteracion de las células del cumulus que
rodea al ovocito. Otra técnica
frecuentemente usada es el corte o
diseccion del ovario como una forma de
recuperar los ovocitos inmaduros de muy
buena calidad. La desventaja, el tiempo que
toma es tres veces mas que la aspiracion
por ovario otra desventaja ademas de ser
laborioso el corte del ovario en rodajas esta
expuesto a riesgos de contaminacién de los
ovocitos durante el procedimiento de
extraccion. (Revisado por Gordon 2003).
Factores que afectan la calidad de los
ovocitos.
2.1.2.2.2.1. Edad de la hembra donante: a
pesar que los foliculos con
ovocitos  totalmente crecidos
estan presentes en los ovarios

de las crias al nacer, los intentos
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21.22.2.2.

de utilizar estos ovocitos en la
produccién de embriones por lo
general han sido
decepcionantes. Se ha
demostrado que las tasas de
fecundacion y divisibn de
ovocitos de ternera de tres
meses de edad no difirid
significativamente de los
ovocitos de vaca pero las tasas
de blastocistos fue mucho menor
(9-11%) en comparacion con las
vacas (>20%) lo cual puede
estar relacionado con la menor
capacidad de desarrollo de los
ovocitos de animales pre
puberes. (revisado por Gordon
2003).

Ciclo estral de la vaca
donante: la mayor calidad de
ovocitos se puede obtener de los
ovarios en la fase Ilutea. La
capacidad de desarrollo de los
ovocitos parece estar
influenciada por la presencia de
un foliculo dominante por lo que
la capacidad de desarrollo es

significativamente mayor en los
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2.1.2.2.2.3.

ovocitos recolectados durante la
fase de crecimiento folicular que
durante la fase de dominancia
folicular. (revisado pbr Gordon
2003).

Diametro y aspecto de los
foliculos ovaricos: los ovocitos
de los foliculos difieren en su
capacidad de desarrollo y que el
desarrollo deficiente de los
ovocitos de foliculos pequefios
es probablemente a |la
incompetencia  citoplasmatica.
Es -evidente que cuando el
foliculo crece al estado
preovulatorio el ovocito es
expuesto a cambios en el
microambiente folicular que
influyen en su calidad. (Gordon
2003)

La presencia de un foliculo
dominante en uno o ambos
ovarios tiene un efecto negativo
sobre la competencia de los
ovocitos, lo cual sugiere que los
ovocitos de mayor calidad
podrian ser aspirados de

foliculos en el ovario en
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ausencia de un foliculo
dominante. (Gordon 2003)

2.1.2.2.3. Factores que afectan a la maduracion del
ovocito.
2.1.2.2.3.1. Medios de cultivo: los medios
de cultivo empleados en la
maduracién in vitro se pueden
dividir en simples y complejos.
Los medios simples contienen
solucion salina fisiolégica con la
adicién de bicarbonato, piruvato,
lactato y glucosa estos medios
son suplementados con suero y
con trazas de antibidticos. Los
medios complejos contienen
ademas de los componentes
basicos de los medios simples,
los aminoacidos, vitaminas,
purinas y hormonas. El medio de
cultivo de tejidos 199 (TCM 199)
tamponado con bicarbonato y
suplementado con diversos
sueros y/o gonadotrofinas y/o
esteroides ha sido el medio de
cultivo mas utilizado para el
estudio de la maduracidon de
ovocitos. (Gordon 2003)
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2.1.2.2.3.2.

21.2.23.3.

La calidad del agua: el agua es
un componente que participa en
mayor proporcibn en la
formulacién de cualquier medio
de cultivo y su grado de pureza
estd relacionado con el
desarrollo embrionario. (Mucci y
col. 2006)

Hay varios. grupos basicos de
contaminantes que se
encuentran en el agua que
incluyen sélidos disueltos
ionizados y no ionizados,
particulas, microbios y
pirbgenos. La recomendacién
habitual es preparar medios para
la maduracion in vitro mediante
osmosis inversa, desionizada y
agua ultrafiltrada. (Gordon 2003)
Uso de antibidticos: un
antibiético ideal para el cultivo de
ovocitos debe tener amplio
espectro de actividad bacteriana
asi como la ausencia de
toxicidad. El uso de pequefias
cantidades de penicilina (50-
100Ul/ml) y estreptomicina (50-
100mg/ml) en los medios de



14

21.2.2.3.4.

cultivo son incluidos para evitar
el crecimiento y la proliferacion
de microorganismos durante el
periodo de cultivo. El uso de
sulfato de gentamicina (25-
50mg/ml) es una alternativa este
antibiético tolera el autoclave y
las altas temperaturas y posee
propiedades biologicas y
biogquimicas que lo hacen
particularmente util.  (Gordon
2003)

Condiciones de incubacion: la
temperatura y la fase gaseosa:
la mayoria de los laboratorios
llevan a cabo la maduracién in
vitro de ovocitos a 38-39°C ya
que esta cerca de la temperatura
rectal de la vaca. Ha habido
informes que mencionan que los
foliculos pre-ovulatorios en el
ganado pueden ser casi 2°C
mas frios que los tejidos
adyacentes en la vaca. Esto ha
llevado a la sugerencia de que
una temperatura mas baja

durante la maduracion in vitro
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21.2,2.3.5.

puede ser beneficioso. (Gordon
2003)

La fase gaseosa mas utilizada
es aquella compuesta por 5% de
CO2 en aire. Esto es similar a lo
registrado en el oviducto de
hembras bovinas. (Revisado por
Mucci y col. 2006)

Tiempo de cultivo: durante la
maduracion in vitro, la ruptura de
la vesicula germinal y el
comienzo de la maduracion
nuclear se produce desde las
tres horas de cuitivo, a pesar de
algunas discrepancias la
expulsion del primer corpusculo
polar ocurre a las 18 -24 horas
después del inicio de la
maduracién. En Irlanda se
investigo el efecto de la duracién
de la maduracién in vitro (16-
32h) sobre la capacidad de
desarrollo de los ovocitos para
una calidad optima, se concluyo
que la maduracion in vitro debe
llevarse a cabo durante 24
horas. ( revisado por Gordon
2003)
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21.2.2.3.6.

2.1.2.2.3.7.

Presencia de las células del
cumulus: las células que rodean
al ovocito reciben el nombre de
células del cumulus oophorus y
lo conforman varias capas de
células cilindricas y entre sus
funciones esta el soporte
nutricional del ovocito, la sintesis
de hormonas estercideas y la
induccién de la reaccion
acrosomica. La presencia de las
células del cumulus durante la
maduracion in vitro aumenta la
fecundacion del ovocito y
disminuye la polispermia.
(Romar 2001)

Suplementacion del medio de
maduracion: la suplementacion
del medio de cultivo con
albumina sérica bovina, suero
fetal bovino o suero de vaca en
estro ha demostrado mejorar la
maduraciéon de ovocitos y el
desarrollo posterior del embrién.
Estos sueros contienen
hormonas factores de
crecimiento, aminodacidos vy

proteinas. El uso de suero
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bovino se ha utilizado como la
principal fuente de proteinas en
los estudios de maduracién de
ovocitos. (Gordon 2003)
2.1.3. Fecundacién de ovocitos madurados.
La fecundaciéon es la etapa que asegura la formacion de un
nuevo individuo a partir de dos gametos, uno masculino y otro
femenino y podria ser definidko como el conjunto de
transformaciones que se producen en el ovocito tras la
interaccion y fusion de los gametos, que desembocan en la
unién de dos lotes haploides de cromosomas y que acaban con
la primera division mitética embrionaria. (Fernandez 2004)
El éxito de la fecundaciéon es altamente dependiente de la
maduracion ovocitaria y de la capacitacion de los
espermatozoides, por lo que si uno de estos dos procesos no
ocurre correctamente se produce el fracaso de la fecundacion
y/o del posterior desarrollo embrionario. (Alberio 2003)
2.1.3.1. Fecundacion in vivo.
La fecundacién en la Vaca es un proceso complejo que
ocurre normalmente en el ambiente controlado y lo
invisible del oviducto. Cuando la vaca es servida por el
toro durante el periodo de celo los espermatozoides
estan presentes en el tracto reproductivo durante varias
horas antes de la ovulaciéon (que ocurre de 10-12 horas
después del final del periodo del estro). La vida util de
los espermatozoides en el oviducto de la vaca se cree
que es del orden de 24 a 48 horas. (Gordon 2003)
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2.1.3.1.1. Capacitacion del espermatozoide.
Los espermatozoides deben residir en el
aparato reproductor femenino antes de estar
en condiciones de unirse al évulo. Este
proceso llamado capacitacion del
espermatozoide ocurre en la regién istmica
del oviducto. Los componentes de la
superficie espermatica son modificados o
eliminados por secreciones del aparato
reproductor femenino lo que permitira la
reaccion acrosomica necesarios para que el
espermatozoide penetre en las estructuras
del évulo y se produzca la fusibn de
gametos. (Hafez 2002)

2.1.3.1.2. Fijacion y penetracion del
espermatozoide.
Los mecanismos involucrados en la fijacion
del espermatozoide y la zona pelucida del
ovocito se basa en la interaccidbn de las
proteinas de union presentes en la superficie
de los garhetos que permiten una
fecundacién especifica para cada especie.
La reaccién acrosomal puede ocurrir antes o
después de la fijacion de la cabeza
espermatica a la zona pelucida pero para la
fijacién es esencial que el gameto masculino
tenga el acrosoma intacto. (Hafez 2002)
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Fusion de gametos.

La fertilizacidén consiste en la activacién del
ovulo por el espermatozoide, y sin este
estimulo, el ovocito de la especie bovina
seria incapaz de formar prondcleos vy
convertirse en cigoto. (Gordon 2003)

Antes y después que la célula espermatica
toma contacto con la zona pelucida se
desencadena la reaccidbn acrosémica.
Durante la reaccidn se funden dos tercios de
la membrana plasmatica con la membrana
externa del acrosoma formando vesiculas,
de esta forma se liberan las enzimas
acrosomales. Esas enzimas liticas abren el
camino al espermatozoide a través de la
zona pellcida. (Palma et al. 1993)
Formacioén de los pronucleos.

Al penefrar el espermatozoide la zona
pelucida, el ovulo completa la meiosis y
expulsa el segundo corpusculo polar en el
espacio perivitelino. Los cromosomas
haploides maternos son rodeados entonces
por un pronucleo. Los pronucleos masculino
y femenino emigran al centro del évulo para
nuevos arreglos  en el armazon
citoesquelético del 6vulo después de la
fecundacion. (Hafez 2002)
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2.1.3.2. Fecundacion in vitro de ovocitos madurados.

Es el fenomeno o proceso a través del cual el

espermatozoide o célula masculina es capaz de unirse

y penetfrar la célula femenina u ovulo para formar un

nuevo individuo bajo condiciones de Ilaboratorio.

(Fernandez 2004)

2.1.3.2.1. Preparacion del espermatozoide para la
fertilizacion in vitro.
De la misma forma que el ovocito, los
espermatozoides llevan a cabo con la
capacitacion su maduracién, que in vivo se
desencadena a través de las secreciones del
tracto genital femenino. La capacitacion
conduce a cambios en ila composicion
lipoprotéica de [a membrana espermatica, a
un aumento del metabolismo y de la
motilidad del espermatozoide. (Revisado por
Gordon 2003)
Se ha demostrado que el uso de la heparina,
mejora los resultados de fertilizacion in vitro.
El origen cervical y uterino de la heparina fue
el punto de partida para concluir que su
presencia juega un rol de importancia en la
preparacion de los espermatozoides para la
fecundacion. Hoy se sabe que la heparina a
través de la reaccidn acrosdmica permite el
ingreso del espermatozoide en el ovocito.
(Paima et al. 1993)
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2.1.3.2.2. Concentracién espermatica en el medio
de fertilizacion.
La fecundacién in vitro en la especie bovina
se puede llevar a cabo con semen fresco o
congelado/descongelado después que es
llevado a cabo el swim-up. Este tratamiento
permite establecer condiciones similares a
las fisiologicas. El semen a tratar es
colocado en el fondo de un tubo cénico
conteniendo 1 ml de medio de capacitacion y
sometido a bafio Maria a 39°C durante 1h.
En la actualidad se conoce que durante este
tiempo la capacitacion sélo se inicia. El
proceso concluye en e medio de
fecundacion durante el co-cultivo de los
espermatozoides con los ovocitos. Durante
el swim-up los espermatozoides motiles
migran en el medio de capacitacion,
liberandose del plasma seminal que queda
en el fondo dei tubo conico. Despuées de 60
minutos de incubacién se retira 850ul del
sobrenadante con los espermatozoides
motiles y centrifugado a 200 g durante 10
minutos. Después de la centrifugacidon el
sobrenadante es retrado y el “pellet"
resuspendido. Después de una segunda
centrifugacién se retira el sobrenadante

hasta un volumen de 100yl y se evalia la
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concentracion espermatica a fin de colocarv
una concentracibn de 1 milldbn de
espermatozoides por mi de medio donde se
encuentran los ovocitos. (Palma et al. 1993)
2.1.4. La GnRH y la LH en la reproduccion.
La actividad de los ovarios esta regulada por la interaccion de
mecanismos endocrinos sistémicos y factores locales
(paracrinos y autocrinos). Los foliculos se desarrolian hasta el
estadio antral sin requerir de las hormonas gonadotréficas. Es
decir, que la activacion inicial de foliculos primordiales es
gonadotréfica independiente y comienza en la vida fetal. (Gigli
y col. 2006)
Tras un estimulo del SNC, las neuronas endocrinas del
hipotalamo producen la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH). Esta es transportada via el sistema porta hipotalamo-
hipofisario al |6bulo anterior de la hipé&fisis, su 6rgano diana.
Aqui estimula a células especificas de la hipd&fisis para que
secreten las hormonas foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH). (Ptaszynska, 2007)

2.1.4.1. Hormonas que participan en el desarrollo folicular:
2.1.41.1. Hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH): EI hipotdlamo es el &érgano

encargado de convertir las sefales

neurolégicas originadas en estimulos

externos e internos en  descargas

hormonales. Uno de sus productos es la

hormona GnRH. Luego de ser secretada es



21.4.1.2.

23

acumulada en la eminencia media hasta que
se produce la despolarizacibn neuronal.
Como respuesta al estimulo adecuado, la
GnRH entra a capilares fenestrados y llega a
la hipéfisis via vasos portales. Segln los
pulsos liberados se secreta como respuesta
FSH o LH. (Gigli y col. 2006)

Hormona foliculo estimulante (FSH): La
FSH es necesaria para el reclutamiento de
foliculos antrales. Las células de la teca
interna de los foliculos terciarios responden
al estimulo de la FSH produciendo
androgenos y estimulando la activacién de la
enzima aromatasa en las células de Ia
granulosa y transformando a los andrégenos
en estradiol. lLa FSH también esta
involucrada en e aumento de |Ila
vascularizaciéon del foliculo dominante. El
aumento de la irrigacion permite una mayor
obtencibn de nutrientes permitiendo el
desarrollo de los foliculos ovaricos. Bajo la
influencia de la FSH, las células de la
granulosa se dividen por mitosis
incrementando las capas que rodean al
ovocito | y aumentando el tamario folicular.
La FSH junto con el estradiol estimula la
formacién de la cavidad antral y la expresion

de receptores para LH en las células de la
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granulosa del foliculo preovulatorio. La FSH
también cumple un rol en el proceso de
ovulacion al estimular la secrecidon del
activador del plasmindégeno por parte de las
células de la granulosa. (Gigli y col. 2006)
Hormona luteinizante (LH): La funcién de
la LH es reiniciar la meiosis en el foliculo
preovulatorio, desencadenar la ovulacién y
controlar el desarrollo y mantenimiento del
cuerpo luteo (CL). Ejerce su accion
uniéndose a receptores de membrana en las
células de la granulosa y tecales del foliculo
preovulatorio. (Gigli y col. 2006)

En el animal vivo, el pico de LH en las
primeras horas del celo es la sefial para el
inicio de la maduracién nuclear vy
citoplasmatica, que puede ser observado 4-8
horas después de ese evento. (Gordon
2003)

El pico preovulatorio de la hormona
luteinizante (LH) comienza alrededor de 24
horas antes de la ovulacién en la mayoria de
las especies domesticas e inicia los cambios
foliculares que alteran su condicidon
endocrina y producen la liberacion del
ovocito. (Cunningham, 2003)
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2.1.5. La GnRH y la LH en la maduracion in vitro de ovocitos.

2.1.5.1. Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
Se ha demostrado que la hormona liberadora de

gonadotropina (GnRH) puede estimular la maduraciéon
de ovocitos en rata. (Hillensjo y Marie 1980)

En un estudio realizado en Venezuela la GnRH
adicionado al medio de maduracibn de ovocitos
bovinos incrementa la tasa de fertilizaciéon y divisiéon
embrionaria in vitro comparado al grupo control.
(Fernandez 1997).

2.1.5.2. Hormona luteinizante (LH)
La hormona luteinizante mejora la maduracién de los

ovocitos inmaduros obtenidos de animales sacrificados
esto se refleja en las elevadas proporciones de
ovocitos fertilizados. (zuelke y bracketf, 1990)

Si bien pueden madurar ovocitos in vitro de forma
espontanea o adicionando otras hormonas, la adicion
de LH al medio de cultivo aumenta en 3 veces el
namero de ovocitos maduros de rata. (Shalgi 1979)

La LH es esencial para la maduracion meidtica de los
ovocitos y la ovulacion en la vaca. La accion de la LH
sobre sus células diana es mediante la unidn a
receptores especificos de fa membrana celular. Aunque
no hay receptores de la LH en la superficie de los
ovocitos, pueden encontrarse en las células .sométicas

del ovocito. (Revisado por Gordon 2004)
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2.1.6. Cultivo in vitro de ovocitos fecundados.
2.1.6.1. Desarrollo embrionario bovino.

Después de la fusion de gametos, los embriones
experimentan varias divisiones mitéticas sin aumento
de masa celular, proceso denominado segmentacion, a
la vez que va recorriendo el oviducto hacia el utero.
(Hafez 2002)

Los cigotos sufren la primera division celular
aproximadamente a las 17-19h tras la ovulacion. Los
embriones mantienen el estadio de 2 células durante 6-
8h mientras que el estadio de 4 células se prolonga
durante 20-24h. Las segmentaciones son siempre
mitéticas y por ello cada célula hija o blastdmero recibe

el juego completo de cromosomas. (Hafez 2002)

2.1.6.2. Primeros estadios del desarrollo embrionario.
2.1.6.2.1. Formacion de la mérula.

Una vez que el embrién ha formado (8-16
células) se denomina mérula esto alrededor
del dia 4, tomando como dia 0 el momento
de la ovulacion. En este momento los
blastdmeros se aplanan entre si para formar
un embrién redondo y los componentes
celulares internos se disponen
asimétricamente produciéndose la
compactacion de los blastomeros. (Hafez
2002)
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2.1.6.2.2. Formacion del blastocisto.

Cuando la moérula estd formada, las
blastdmeras empiezan a separarse en 2
poblaciones distintas: las células intemas y
las externas. Los fluidos empiezan a
acumularse en el interior del embrién. Este
acumulo de fluido se debe a la accién de la
bomba de sodio y potasio, la cual introduce
iones al interior de la morula; al aumentar la
concentraciébn de éstos, el agua difunde
hacia el interior y comienza a formarse la
cavidad o blastocele en la masa de células.
(Hafez, 2002).

Esta etapa recibe el nombre de blastocisto y
en él se diferencian dos tipos de células
diferentes, los de la masa celular interna
(MCI) y las células del trofoblasto. Las
células del trofoblasto dan lugar a los tejidos
fetales de la placenta y las membranas
extraembrionarias, mientras que la MCI se -
desarrolla en las tres capas germinales del
embrién. (Gordon 2003)

2.1.6.3. Cultivo In vitro de embriones.
Aquellos embriones de 4 o mas células resultantes de
la FIV son cambiados del medio de fecundaciéon a un
medio de cultivo embrionario donde los embriones
continuan su division celular a 8, 16 y 32 células hasta
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llegar a moérulas y blastocistos. Al llegar a estos

estadios, los embriones pueden ser transferidos a

vacas receptoras (en fresco) o congelados para su

posterior uso. (Fernandez 2004)

La primera evaluacion morfolégica puede llevarse a

cabo 90h después de la FIV, en ese momento se

encuentran 43% de los embriones en estadio de 6-12

células. (Palma et al. 1993)

2.1.6.3.1. Condiciones de cultivo.
Los embriones obtenidos después de la
fecundacion son incubados a una
temperatura que viene determinada por la
especie animal a la que pertenecen,
utilizandose generalmente la temperatura
fisiologica de la especie. En el bovino se ha
visto que el cultivo in vitro de embriones a
40°C disminuye significativamente el nimero
de blastocistos con respecto al cultivo a 37-
39°C.
Ademas de la temperatura es necesario
incubar los embriones en una atmosfera
rigurosamente controlada y wusar una
humedad maxima para prevenir la
evaporacion del medio. La fase gaseosa
mas utilizada es aquella compuesta 5% 0,,
90% N,, y 5% CO0,, para el desarrollo

embrionario. Estas son similares a las
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registradas en el oviducto de algunas
hembras mamiferas. (Mucci y col. 2006).
Sistemas de cultivo.

El sistema de cultivo mas utilizado es el
realizado en microgotas cubijertas con aceite
mineral. El aceite se utiliza para evitar la
evaporacion del medio y la entrada de
microorganismos. Los embriones también
pueden ser cultivados en un tubo o placa
petri con un volumen de medio determinado.
En cuanto al numero de embriones
cultivados en un determinado volumen,
muchos autores han descrito que el cultivo
de los embriones en grupo en un volumen
pequeno de medio puede ejercer un efecto
beneficioso sobre el desarrollo de embriones
hasta la etapa de blastocisto. Esto podria ser
debido a la interaccion cooperativa entre los
embriones, mediante los factores de
crecimiento secretados por ellos, que
actuarian de manera tanto autocrina como
paracrina sobre los embriones del cultivo.
(Revisado por Gordon 2003).

Medios de cultivo.

Dos medios de cultivo de embriones han
sido ampliamente utilizados en los estudios
durante los ultimos diez afios: por una parte,
el medio de cultivo de tejidos 199 (TCM-
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199), un medio complejo e indefinido, y el
fluido oviductal sintético (SOF) un ejemplo
de un medio relativamente simple y bien
definido. El complejo medio TCM-199 fue
disefiado para el mantenimiento de las
células somaticas in vitro en lugar del cultivo
de embriones de mamiferos. Hay quienes
creen que los embriones bovinos generados
por el sistema SOF muestran una mayor
similitud con sus contrapartes en vivo, que
los generados por el medio TCM-199.
También esta el hecho de que el sistema
SOF, puede reducir los efectos adversos del
oxigeno, ya que estd mas acorde con el
microambiente oviductal. El medio SOF se
basa en un analisis bioquimico de fluidos
oviductales de ovejas. En comparaciéon con
el TCM-199 co-cultivado con células de la
granulosa, y el sistema SOF para aumentar
el rendimiento de los blastocistos, los
mejores resultados se obtuvieron con SOF.
La transferencia de cigotos al medio SOF
inmediatamente después de la fecundacion
in vitro acelero el desarrollo del embrién, con
un alto porcentaje de embriones que
eclosionaron hasta el dia 7. (Gordon 2003)
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2.1.6.3.4. Co-cultivos celulares.

Desde que se comprobd que los cigotos
ovinos se desarrollaban hasta blastocisto
cuando eran co-cultivados con células
epiteliales de oviductos ovinos, mientas que
los cultivados sin células no progresaban
mas alla de las 16 células, muchos estudios
han utilizado el sistema de co-cultivo con
células somaticas. Diversos autores también
han indicado que los embriones bovinos,
cuando son cultivados en un medio sin
soporte celular, son incapaces de superar el
4° ciclo de divisidbn embrionaria, mientras
que si se afaden células a los medios se
obtienen altos porcentajes de desarrollo
hasta blastocisto. (Palma et al. 1993)

El oviducto de la especie bovina proporciona
el microambiente para la maduracion final de
los gametos, la fertilizacién y el desarrollo
temprano del embrién. Se ha observado que
los embriones cultivados in vitro con células
del epitelio oviductal se desarrollan de
manera similar a los desarrollados in vivo.
Esto sugiere que las células del epitelio
oviductal pueden producir componentes
estimuladores del crecimiento embrionario.
(Gordon 2003)
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2.1.7. Diferencias entre los embriones producidos in vivo e in

vitro.

Los embriones bovinos producidos in vitro son de menor
calidad que los producidos in vivo diferenciandose en que
presentan un citoplasma mas oscuro, una menor densidad de
flotacion, una zona pelucida mas fragil, mayores tasas de
abortos y pérdida de la gestacién. (Gordon 2004, Herradon y
col. 2007)

Embriones vacunos producidos in vitro tienen un desarrollo
retardado y que frecuentemente muestran un grado reducido
de compactacion antes de la formacion del blastocisto que sus

homologos in vivo. (Gordon 2004)

Todo ello determina una reduccion de su potencial de
desarrollo ocasionando bajos porcentajes de gestacién y una
escasa resistencia a la criopreservacion, dificultando su

conservacion a largo plazo. (Herradon y col. 2007)

Aunque la tasa de maduracion y fertilizacion in vitro son altas
(90-80%) la tasa de desarrolio de blastocisto es baja (30%)
(Mucci y col. 2006)

Esto indica que el cultivo embrionario desde cigoto hasta
blastocisto es critico debido a las condiciones suboptimas de
cultivo (Ahuja y col. 2009)
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2.2. Antecedentes de la investigacion:
“fertilizacién in vitro de ovocitos recolectados de vacas cebu
postmortem”
En el experimento realizado en Venezuela utilizaron 0,8 ul/ml de
GnRH en el medio TCM-199 suplementada con 10% de suero fetal
bovino y gonadotropina coriénica humana, lograron una tasa de
maduracion de ovocitos del 75% comparado al experimento control

sin GnRH en el cual lograron el 64%. (Fernandez y col. 1997)

“Obtencion de embriones por maduracion y fertilizacion in vitro
de oocitos bovinos”

Segun el trabajo realizado en La Paz, Bolivia en el afio 2001, sobre la
maduracidn y fertilizacion de ovocitos a partir de ovarios recolectados
del matadero, procedentes del altiplano de La Paz y los llanos del
Beni. Para el presente estudio se usaron solamente los ovocitos con
calidad morfolégica | y II. Fueron cultivados en un medio que contenia
100uL de TCM-199 suplementada con 15% de suero de vaca en
estro, 0,5ug/ml de FSH, 0,5ug/ml de LH, 10uL/ml de piruvato de sodio
y 187uL/ml de lactato de sodio. Obtuvieron para las vacas del Beni un
36% de ovocitos en metafase li, significativamente mayor al 24% de
ovocitos maduros de vacas de La Paz. (Rea y col. 2001).

Efecto de las gonadotropinas sobre la maduraciéon y desarrollo
embrionario de ovocitos bovinos cultivados in vitro.

En el presente estudio realizado en Monteria, Colombia, se evalub el
efecto de las hormonas FSH y LH sobre la maduracién y fertilizacion
in vitro de ovocitos bovinos, donde el medio base fue TCM-199
suplementado con FSH y LH. Demostraron que la FSH o LH sola o en
combinacion inducen aitas tasas de maduracion de ovocitos bovinos

in vitro ya que en ausencia de las gonadotropinas solo el 36,43%



34

alcanzo la maduracion nuclear lo cual indica la importancia de estas
hormonas para una adecuada maduracidon. En este estudio se
demostré que las mayores tasas de maduracién in vitro fueron
alcanzados cuando el medio de maduracién contenia una mayor
proporcion de LH 150ug/ml y 50ug/ml de FSH (Salgado y col. 2010)
The effect of LH on the fertilizability and developmental capacity
of rat oocytes matured in vitro.

Para evaluar el efecto de la adicion de 10ug/ml de LH en Ila
maduracion in vitro de ovocitos de rata en Israel. Se logro una
maduracion del 80% en ovocitos madurados con LH en comparacién
con el 37% de ovocitos cultivados sin LH. Los porcentajes de
fertilizacion fueron del 43% y 14% respectivamente. Por cuanto
concluyeron que la maduracion de los ovocitos en presencia de LH
permite la penetracién de los espermatozoides y mejora la fertilizacion
de los ovocitos (Shalgi et al 1979)

Luteinizing hormone enhanced in vitro maturation of bovine
oocytes with and without protein supplementation.

En el presente estudio realizado en Grecia, se ha demostrado que la
hormona luteinizante mejora la maduracién de ovocitos obtenidos de
animales sacrificados y cual se vio reflejado en la elevada proporcién
de ovocitos madurados y fertilizados. El efecto positivo de la LH se
verifico durante la maduracion in vitro de ovocitos bovinos (37,5% en
TCM-199 vs 73,5% en TCM-199 + LH) con respecto a los niveles de
LH obtuvieron mejores resultados cuando se adicionaron 50 y 100ug

/ml en el medio de cultivo. (Zuelke y Braccket 1990)
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ll. MATERIALES Y METODOS:

3.1. Localizacion de la investigacion.

El presente estudio de investigacion se realizé en la region de Puno
se encuentra ubicada en la sierra del sudeste del pais en la Meseta
del Collao y a orillas del Lago Titicaca a una altitud de 3827 m.s.n.m.
Tiene un area o superficie de 71 999 km2 dividida en 13 provincias
y 109 distritos, la temperatura Anual: Maxima de 18,8° C (Noviembre),
Minima de -8,2° C (Julio).

El trabajo se realizé6 durante los meses de noviembre del 2010 a
septiembre del 2011. Los ovarios se colectaron en el camal municipal
de Juliaca. Los ovocitos fueron recuperados y posteriormente
madurados y fertilizados in vitro en el laboratorio de cultivos celulares
de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Nacional del Altiplano en Puno.

3.2.Materiales.
3.2.1. Materiales para maduracion in vitro:
3.2.1.1. Materiales biolégicos:
- Ovarios de vacas beneficiadas
3.2.1.2. Materiales de laboratorio:
- Placas Petri de 35mm
- Placas petri de 90mm.
- Tubos de ensayo de 10y 15ml
- Matraz de 500 y 1000ml
- Vaso de precipitacion de 100 y 250mi
- Micro pipeta de inoculacion
- Plastic tips
- Termdmetro
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Jeringas de 20ml

Agujas desechables 18G
Tijera de mayo

Mandil blanco

Guantes desechables
Mascarillas

Termo de boca ancha

Medios de cultivos e insumos

Agua destilada

Suero fetal bovino

Glucosa

CaCl,2H,0 (cloruro de calcio dihidratado)
MgS0,7H,0 (sulfato de magnesio
hetpahidratado)

NaCl (cloruro de sodio)

KCI (cloruro de potasio)

Na,HPO, (fosfato de sodio)

KH,P0, (fosfato de potasio)

BSA (albumina sérica bovina)

Medio de cultivo TCM-199

PBS fosfato buffer salino

FSH (hormona foliculo estimulante)

17 —B-estradiol

LH (hormona luteinizante)

GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas)
Suifato de gentamicina.
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3.2.1.4. Equipos:
- Agitador magnético
- vortex
- Incubadora con C0,,
- Céamara de flujo laminar
- Barno Maria de flotacion
- Placa calefactora
- Balanza analitica
-  Estufa esterilizadora
-  Estereomicroscopio de investigacion
- Microscopio invertido con contraste de fases
- Refrigeradora
- Céamara fotografica
3.2.2. Materiales para fertilizacion in vitro:
E! equipo empleado para la fertilizacién in vitro de ovocitos fue
el mismo que se empleo para la maduracion in vitro, salvo el
siguiente: Para conservar las pajillas de semen congelado se
dispuso de un tanque de nitrégeno liquido de 3kg.
3.2.3. Materiales para cultivo de embriones:
El equipo empleado para el cultivo de embriones es el mismo
que se empleo para la maduracién in vitro.
Los materiales de laboratorio se lavaron con Dodigen e hidroxido de
sodio (detergentes ionicos), se enjuagaron con agua destilada y
fueron secados en estufa a 60°C. Las manipulaciones que exigen
condiciones de esterilidad como la preparacién y filtrado de los
medios de cultivo se realizaron en la camara de flujo laminar provista

de luz ultravioleta.



38

El almacenamiento y conservacién de los medios de cultivo se realizd

en tubos de cristal debidamente identificados en refrigeracion.

3.2.4. Medios de cultivo y composicion:

3.2.4.1. Medio de transporte y lavado de los ovarios:

El medio utilizado para la recuperacién, lavado y
transporte de los ovarios desde el matadero hasta el
laboratorio. Se utilizé la solucion salina fisiologica
fosfato buffer salino (PBS). El medio se conserva a 5°C
durante un tiempo maximo de 7 dias.

Tabla 1: Medio de transporte y lavado de ovocitos

Agente Cantidad
CacCl,2H,0* (cloruro de calcio) 0,132g
MgS0,7H,0* (sulfato de magnesio) 0,121g
NaCl (cloruro de sodio) 8,0g
KCI (cloruro de potasio) 0,2g
Na,HPO, (fosfato de sodio) 1,159
KH, PO, (fosfato de potasio) 0,29
Glucosa 1,09
Piruvato de sodio 0,036g
Sulfato de estreptomicina 0,05g
Penicilina G sodica 100 Oo0UI

Fuente: Hafez 2002

*pesar separadamente

3.2.4.2. Medio de lavado de ovocitos:
Para la recoleccion, lavado y manipulacién de los
ovocitos, se utilizd la misma solucion anterior
suplementado con 1% de albumina sérica bovina.
3.2.4.3. Medio de maduracion de ovocitos:
Se utilizé6 el medio TCM-199. Una vez preparado se
procedié a su filtracion y se conservo refrigerado a 5°C
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hasta el momento de su uso. En el momento de su
utilizacion, el TCM-199 se suplemento con LH o GnRH
segun el tratamiento.

Tabla 2: Medio de maduracion

Agente Para preparar 10ml
TCM-199 Oml

Suero fetal bovino (SFB) 0,9ml

17- B estradiol 200 pil

Glucosa 10mg

Gentamicina 156 ul

Fuente: Elaboracién propia
3.2.4.4. Medio de capacitacion y fecundacion:

Tabla 3: Medio de capacitacion y fecundacién

Agente Para 10ml
TCM-199 Sml

Suero fetal bovino (SFB) 0,9ml
Gentamicina 156 pi

Fuente: Elaboracion propia
3.2.4.5. Medio de cultivo de embriones:

Tabla 4: Medio de cultivo de embriones

Agente Para 10ml
TCM-199 Oml
Albumina sérica bovina 0,9ml
(BSA)

Gentamicina 156 pl

Fuente: Elaboracion propia.
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3.3.1. Método para maduracion in vitro:

3.3.1.1. Coleccion de ovarios:

Los ovarios fueron colectados en el camal municipal de
Juliaca a partir de vacas y vaquillas de la raza Brown
swiss sin tomar en cuenta las condiciones fisicas y las
edades de las mismas. Los ovarios se separaron con
tijera mayo del tracto reproductivo inmediatamente
después de que los érganos internos fueran extraidos
de la canal, se lavaron con solucién salina fisiologica
(PBS) temperada y se guardaron en un termo el mismo
que contenia 300ml de medio de transporte a una
temperatura de 38°C adicionado con 50ug/ml de
gentamicina. Posteriormente fueron transportados al
Laboratorio de cultivos celulares de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional del Altiplano, en un tiempo no superior a las 6

horas posteriores al sacrificio de los animales.

En el laboratorio, los ovarios fueron lavados
nuevamente en solucién fisiologica (PBS) temperada a
38 °C para desprender residuos de tejidos de manera

que sean completamente visibles los foliculos ovaricos.

3.3.1.2. Recuperacion de ovocitos:

Los ovarios se extrajeron individualmente de la
solucién salina y secados con papel toalla. Los ovocitos
fueron colectados por el método de aspiracion directa
de todos los foliculos visibles por medio de una aguja
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hipodérmica estéril de calibre 18 G acoplado a una
jeringa desechable de 20ml el cual contenia 1ml
Solucion Buffer Fosfato Salino (PBS) suplementado
con 1% de albumina sérica bovina a 38 °C. El
contenido de la aspiracién (liquido folicular y ovocitos)
fue depositado en una placa petri de 90mm, el cual se
dejo sedimentar por 15 minutos manteniéndolo en todo

momento a 38 °C sobre la placa calefactora.

Clasificacion y seleccion de los complejos cumulus

ovocitos:

Para proceder a la seleccion y clasificacion de los
complejos cumulus ovocitos se retiro el sobrenadante y
seguidamente los ovocitos se cambian de la primera
placa a otra que contiene 5ml de medio de lavado se
repite este procedimiento 2 veces mas con el fin
eliminar las impurezas que llevan adheridos los
ovocitos antes de ser seleccionados y colocados en
medio de maduracion, se procedié a la busqueda y
clasificacibn morfolégica de los ovocitos en cuatro
categorias por medio de un estereomicroscopio
(LEICA) con un aumento de 30X. La clasificacion
morfolodgica de los ovocitos, se realiz6 siguiendo el

meétodo efectuado por Leibfried y First en 1979.
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Tabla 5: 'descripcién morfolégica de ovocitos bovinos

CATEGORIA

DESCRIPCION DE LA CATEGORIA

Categoria |

Ovocitos con envoltura completa,
cumulus oophorus presente, con mas
de tres capas compactas, espesas,
brillantes y transparentes; ovoplasma
homogéneo y completo dentro de la
zona pelucida.

Categoria ll

cumulares compactas y espesas o

Ovocitos con tres capas de células

cubiertas parcialmente; ovoplasmas
homogéneos con zonas oscuras
dentro de la zona pelucida.

Categoria lll

-| ovoplasmas irregulares

Cubiertas celulares expandidas,
dispersas en una matriz oscura,
cumulus celular aparece amontonado
y en diferentes lugares; con

Categoria IV

Con residuos de células cumulares o
totalmente desnudos, rodeados solo
por la zona pelucida; con ovoplasmas
regulares o irregulares, degenerado,
vacuolizado, fragmentado, zona
pelucida vacia.

Fuente: liebfried y first. (1979)
3.3.1.4. Maduracion in vitro de ovocitos:

Para la maduracion in vitro de ovocitos se colocd a

madurar 25 ovocitos en gotas de maduracion de 250y,

se prepard 3 tratamientos con 3 repeticiones cada una,

por lo que se preparo 9 gotas de maduracion, haciendo

un total de 225 ovocitos.
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Para todos los tratamientos los ovocitos fueron
incubados a 38,5 °C, C0, al 5%, y alta humedad

durante un periodo de 24 horas.

Experimento: Efecto de la GnRH y la LH en la
maduracion in vitro de ovocitos bovinos.

Para evaluar el efecto de la LH (10ug/ml) y GnRH
(0,8ug/ml) en maduracion in vitro, los ovocitos se
cultivaron en ausencia (grupo control) 0 en presencia
de LH o GnRH conforme a los siguientes tratamientos.

Tratamiento 1: TCM - 199
Tratamiento 2: TCM - 199 + GnRH
Tratamiento 3: TCM - 199 + LH

De esta manera se colocaron a madurar un total de 225
ovocitos distribuidos de la siguiente manera 75 ovocitos
con el tratamiento 1; 75 ovocitos con el tratamiento 2 y

75 ovocitos con el tratamiento 3.
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3.3.2. Método para fertilizacion in vitro:

3.3.2.1. Preparacion del semen:

En el

transcurso de la preparacion de los

espermatozoides se evitd en lo posible los cambios

bruscos de temperatura por tanto todo el material que

entro en contacto con los espermatozoides se mantuvo

a 38°C.
3.3.21.1.

3.3.21.2.

Descongelado del semen:

La pajilla de semen se descongelé a 38°C
durante 30 segundos en bafo maria.
Posteriormente se cortaron los extremos de
la pajilla y el semen se deposito en un tubo
de ensayo de 10ml estéril previamente
temperado a 38°C. Se tomo una muestra y
se comprobé Ila motilidad de Ilos
espermatozoides, en el microscopio, el cual
fue superior al 70%.

Separacion de la fraccion moévil:

En un tubo de ensayo de 10ml se deposito
1ml de TCM-199 y se mantuvo en la
incubadora a 38,5°C durante 1 hora,
posteriormente se introdujo en el tubo de
ensayo todo el contenido de la pajilla de
semen. Seguidamente el tubo de ensayo se
llevo a la incubadora donde se mantuvo a
una inclinacién de 45°C durante una hora.
Pasado una hora se aspiré 0,5ml del

sobrenadante el cual se deposito en otro
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tubo de ensayo que contenia 0,5m! de TCM-

199 previamente temperado.
Preparacion de los ovocitos:
Después de las 24horas de maduracion in vitro, se
procedié a la eliminaciéon de las células del cumulus
mediante agitacion en vortex durante 1 minuto. Los
ovocitos de cada grupo se lavan independientemente
en un medio que contiene 0,5ml de TCM-199 y 0,5ml
de PBS.
Condiciones de inseminacion:
La fecundacion in vitro se realizé en microgotas de 50l
en placas petri de 6 pocillos. Las microgotas se cubren
totaimente con parafina liquida y se equilibran
temperatura y gases en la incubadora dos horas antes
de iniciar la fertilizacién in vitro. En cada microgota se
colocd 25 ovocitos. A cada gota se agrego de 10ul de
semen. Ovocitos y espermatozoides se mantuvieron
juntos, en la incubadora durante 24 horas a 38,5°C, con
un 5% de CO, y alta humedad en el aire.
Prueba de fertilizacién in vitro:
Experimento: Efecto de la GnRH y la LH en la
fertilizacién in vitro de ovocitos bovinos.
Para evaluar el efecto de la GnRH y la LH en la
fertilizacion in vitro los ovocitos madurados se

fecundaron in vitro bajo idénticas condiciones.

Los tratamientos empleados en la maduracién in vitro

son:
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Tratamiento 1: TCM - 199
Tratamiento 2: TCM - 199 + GnRH
Tratamiento 3: TCM - 199 + LH

3.3.3. Método para cultivo de embriones:
3.3.3.1. Preparacion de los ovocitos fecundados:
Después de las 24 . horas de fertilizacién in vitro, se
procedid a la eliminacion de los espermatozoides
adheridos a los ovocitos mediante lavados en un medio
que contiene 0,5ml de TCM-199 y 0,5ml de PBS.
3.3.3.2. Cultivo de embriones:

Experimento: Efecto de la GnRH y Ia LH en el

cultivo in vitro de ovocitos bovinos.

Luego de ese periodo, se evalué todos los ovocitos

para verificar el desarrollo embrionario.

3.4.Valoracion de resultados:

3.4.1. Evaluacion de la maduracion in vitro de ovocitos
Para evaluar la maduracién in vitro de ovocitos se le retiraron
las células del cumulus y fueron examinados en un microscopio
de contraste de fases a un aumento de 100X. Se considero que
un ovocito estd maduro cuando se observé el 1° corpusculo
polar formado, es decir, cuando el ovocito se encuentre en el
estadio de metafase II. '

3.4.2. Evaluacion de la fertilizacién in vitro
La fecundacién de los ovocitos tras 24 horas de co-cultivo con

los espermatozoides, sera valorada con la recogida de una
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muestra de ovocitos de todas las gotas de fecundacion, 25

ovocitos por experiencia. Estos seran clasificados como:

a. Normalmente fecundados. cuando en el citoplasma del

cigoto se observe 2 pronucleos, uno masculino y otro
femenino, v una cola de espermatozoide, o bien, una
cabeza de espermatozoide descondensandose
acompanada de su cola y de un pronucleo femenino.

Poliespérmicos: ovocitos penetrados por mas de un

espermatozoide.

3.4.3. Evaluacion del desarrollo embrionario

Tras 7 dias de cultivo todos los presuntos embriones seran

examinados en un microscopio de contraste de fases con un

objetivo de 100x y se clasificaran en 3 grupos:

Embriones de 2 a 34 células

Morulas: embriones con mas de 34 células en los que no
se observe ninguna cavidad en su interior.

Blastocistos: embriones con mas de 69 células en los que

se apreciara la formacion del blastocele.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION:
4.1.Recuperacion de ovocitos:

Con el fin de adiestrarnos en la puncién y aspiraciéon folicular y

conocer el numero y la calidad morfolégica de los ovocitos bovinos se

realizaron varios ensayos preliminares antes de comenzar con el

experimento de maduracién y fertilizacién in vitro.

Tabla 6: Ovarios aspirados y ovocitos recuperados

Dia N°de Ovocitos Calidad morfologica | N° ovocitos
ovarios | recuperados || ] i {Iv |/ovario
1 34 210 44 153 |72 |41 (6,18
2 26 155 25 (43 |57 |30 (596
3 28 141 20 (34 |51 {36 [504
4 32 208 30 |46 {80 |52 |6,50
5 34 244 44 |69 |82 |49 |7,18
6 44 309 70 {94 |99 |46 (7,02
total | 198 1267 2331339441254 |6,31

Fuente: Elaboracién propia (2011).

Como se muestra en la tabla N° 6 y 7 se recuperaron 1267 ovocitos

mediante aspiracion de los foliculos de 198 ovarios lo que produjo una

cifra media de 6,31 ovocitos por ovario, estos ovocitos fueron

clasificados en cuatro categorias segun la morfologia de sus

citoplasmas y el cumulus celular que los rodean.

Tabla 7: Porcentaje de recuperacion de ovocitos

Ne° N° ovocitos | Calidad de NO %
ovarios | recuperados | ovocitos
Calidad | 233 18,39%
Calidad Il 339 26,75%
198 1267 Calidad Il 441 34,80%
Calidad IV | 254 20,05%
total 1267 100%

Fuente: Elaboracién propia (2011).
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De todos los ovocitos recuperados, se seleccionaron como aptos para
la maduracion in vitro, los ovocitos con calidad morfolégica 1 y Il
(Anexo 1 y 2) Para la calidad | (tabla 7) se obtuvo un 18,38% del total
de ovocitos recuperados, para la calidad It el 24,38%. El resto de
ovocitos recogidos, el 54,85%, lo componian ovocitos con cumulus
celular incompleto o degenerado y ovocitos con signos degenerativos
en el citoplasma, zona pelucida rota o sin contenido citoplasmatico

(Anexo 3 y 4). Estos ovocitos fueron descartados.

Tabla N° 8: Resumen de recuperacién de ovocitos

N° de ovocitos seleccionados 572 (45,15%)
N° de ovocitos / ovario 6,31

N° de ovécitos / vaca 12,62

N° de ovacitos / ovario (1 y 1l) 2,89

Fuente: Elaboracién propia 2011.

Como se observa en la tabla 08 el nimero de ovocitos obtenidos por
vaca fue de 12,62. Este resultado estd de acuerdo con los valores
encontrados por Rea y col. ( 2001) quienes obtuvieron 12,1 ovocitos
por vaca, el resultado también es ligeramente inferior al indicado por
Gordon ( 2003) quien indica que se obtiene una media de 14,3
ovocitos por vaca y 15 ovocitos por vaca obtenido por Palma y col.
(1993). Esta similitud de resuitados probablemente se deban, a la
eleccién del método de aspiracién porque se considero, como factor
muy importante, la rapidez en la obtencién de ovocitos, al uso de
agujas de 18G empleadas por nosotros y muchos autores como
Salgado y col. (2010), Ahuja y col. ( 2009), Fernandez y col. ( 2007),
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Villarreal ( 2005) y Larocca y col. ( 1998) y también a la habilidad del
trabajador en el laboratorio.
'En nuestro trabajo se utilizaron para la maduracion in vitro solamente
los ovocitos con calidad morfologia | y Il atendiendo principalmente al
aspecto del citoplasma, asi como al nimero de capas celulares del
cumulus oophorus que rodean al ovocito. Segin Moor ( 1983) La
presencia de las células del cumulus favorece el desarrolio de los
ovocitos inmaduros ya que facilitan la asimilacion de aminoacidos y de
otros nutrientes que en forma pasiva no atraviesan la zona pelucida.
Los resultados obtenidos por varios grupos de trabajo indican que
solo los ovocitos que cuentan con un cumulus celular completo y
compacto poseen una mayor capacidad para completar la maduracion
in vitro. Palma y col. ( 1993), Lépez ( 1996) y Gordon ( 2004) ya que
estas llevan a cabo funciones nutritivas y reguladoras. Ahuja y col.
(2009)

4.2. Tamaiio de los ovocitos
Con el fin evaluar la viabilidad de los ovocitos seleccionados para la
maduracion y fertilizacién in vitro se realizé la mediciéon de algunos
ovocitos. Solamente los ovocitos mayores a 110um fueron
considerados aptos para la maduracién. (Anexo 2)
Los resultados del tamario de ovocitos al comienzo de la maduracion
in vitro de ovocitos de calidad morfolégica | y I, quedan reflejados en
la tabla 9, como se observa en dicha tabla el 100% de ovocitos tienen
medidas superiores a los 110um por lo que son capaces de aicanzar

la maduracién nuclear y citoplasmatica.
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Tabla 9: Medidas de ovocitos en micras (um)

No. Zona pelucida | Ovocito sin ZP* | Ovocito + ZP*
ovocito
1 14,5 112,24 126,74
2 14,13 113,68 127,81
3 221 122,43 144 53
4 10,37 150,00 160,37
5 17,93 153,21 171,14
6 13,26 156,93 170,19
7 10,92 164,17 175,09
8 10,92 168,92 179,84
9 9,18 186,15 195,33
10 10,40 130,55 140,95
11 9,72 150,83 160,55
12 13,20 135,15 148,35
promedio 13,30 146,28 161,16

Fuente: Elaboracién propia. 2011

*ZP zona pelucida
Por tanto los ovocitos utilizados para la maduracién in vitro, en una
muestra de 12 ovocitos de calidad | y Ill, tenian un promedio de
146,28um, siendo el ovocito de menor tamarno de 112,24um esta
medida es de mucha importancia ya que segun Gordon ( 2003) indica
que solo los ovocitos con un didmetro mayor a los 110um son
capaces de alcanzar gradualmente la competencia para someterse a
la maduracion meoitica y sostener el desarrollo embrionario. Mientras
que Chaves y col. ( 2010) sostiene que los ovocitos de 115um son
capaces de alcanzar la maduracién nuclear mas para adquirir la
capacidad de desarrollo embrionario deben estar con un diametro
superior a 120um. por tanto los mejores indicadores de la viabilidad

de un ovocito son un tamafio grande, un citoplasma homogéneo y la
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presencia de las células del cumulus rodeando al ovocito (Zuelke y
Brackett 1990)

4.3. Maduracion de ovocitos in vitro:

Experimento: Efecto de la GnRH y la LH en la maduracion in vitro de

ovocitos bovinos.

Tabla 10: Ovocitos recolectados en el dia del experimento.

N° de Ovocitos Calidad morfoldgica | N® ovocitos /
ovarios recuperados | | 1] IV | ovario
50 444 98 | 142 | 123 | 81 | 8,88

Fuente: Elaboracion propia 2011.

De todos los ovocitos recuperados se seleccionaron como aptos para
la maduracién y fertilizacién in vitro los ovocitos de la categoria | y 1l
haciendo un total de 240 (54,05%) el resto de ovocitos recogidos 204
(45,95%) fueron descartados. Los resultados obtenidos después de
24 horas de maduracion in vitro de ovocitos bovinos, se muestran en
la tabla 11.

Tabla 11: Nimero y porcentaje de ovocitos madurados in vitro.

N° Ovocitos % No % de no
ovocitos maduros madurados madurados
Control 3 4,0% 72 96%
n=75
GnRH 15 20,0% 60 80%
n=75
LH 21 28,0% 54 72%
n=75

Fuente: Elaboracidn propia 2011.
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Los porcentajes de maduracién mostradas (tabla 11) corresponden a
todos los ovocitos que muestran el primer corpusculo polar en el
espacio perivitelino después de 24 horas de maduracion in vitro.
Nuestros resultados son inferiores a los reportados por otros autores
que para el caso del tratamiento 2 (TCM-199 + GnRH) mientras que
nosotros obtuvimos un 20% de maduracion Fernandez ( 1997) reporta
un 75% de ovocitos maduros de la misma forma sucedié con el
tratamiento 3 (TCM-199 + LH) nuestro resultado fue de 28% de
ovocitos maduros un resultado inferior a lo encontrado por Salgado y
col. ( 2010), Ahuja y col. (2009), Villarreal ( 2005), Zuelke ( 1990)
quienes suplementando con LH al medio de maduraciéon obtuvieron
92,4%, 89,7%, 86,8%, 73,5% de ovocitos maduros respectivamente.
Las diferencias en los porcentajes de maduracion no solo se presento
en los grupos o tratamientos suplementados con hormonas sino
también para el caso del tratamiento 1 (sin hormonas) mientras que
nosotros encontramos un 4% de ovocitos maduros, Fernandez ( 1997)
y Salgado y col. ( 2010) utilizando un medio de maduracion similar al
nuestro reportan un 64% y 36,43% de ovocitos maduros
respectivamente.

Sin embargo nuestros resultados 20% y 28%, respecto a la
maduracion in vitro de ovocitos, son similares a lo reportado por Rea y
col. ( 2001) quienes utilizando como medio de maduracion el TCM-
199 suplementado con suero de vaca en estro, estradiol, FSH, LH,
piruvato y lactato de sodio obtuvieron un 24% de ovocitos maduros
para las vacas de La Paz. El resultado obtenido probablemente se
deba a: 1) los ovarios empieados en el presente trabajo se obtuvieron
de vacas sacrificadas en el camal municipal de Juliaca sin importar las

condiciones fisicas ni la edad de las vacas. Segun lo revisado por
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Gordon ( 2003) refiere que los ovocitos procedentes de vaquillas y
animales pre-puberes estan relacionados con una menor capacidad
de desarrollo in vitro que los procedentes de los animales adultos.
Ademas las vacas donantes de ovocitos con los que se trabajo
proceden de vacas de diferentes lugares, diferentes condiciones
corporales, un hecho observado es que la mayoria de las vacas
beneficiadas, en el camal de Juliaca, presentaban una condicion
corporal baja. Segun un estudio realizado por Adamiak y col. ( 2005)
indican que la condicién corporal y el nivel de alimentacién de la vaca
donante influyen en una serie de factores que regulan el desarrollo
folicular ovarico, la proliferacién de las células de la granulosa y la
esteroidogenesis, del mismo modo los altos niveles de alimentacion
también tienen un efecto perjudicial sobre la calidad de los ovocitos
con bajas tasas de fertilizacion en ovinos y vacunos. 2) la falta de
algunos componentes en el medio de maduracién como el piruvato de
sodio el cual fue reemplazado por glucosa como fuente de energia,
segun lo revisado por Picton y col. (2008) refiere que la glucosa es
una fuente de energia comun para casi todos los tipos de células
animales, sin embargo, los ovocitos de muchas especies de
mamiferos incluyendo ratones, vacas y humanos metabolizan
preferentemente el piruvato y tienen poca capacidad para el
metabolismo de la glucosa por tanto durante la maduracion y
fertilizacion in vitro los medios de cultivo deben complementarse con
piruvato para apoyar las necesidades de energia durante la
maduracion del ovocito. De la misma manera Mucci y col. ( 2006)
indica que los ovocitos utilizan preferentemente el piruvato y lactato
como fuente de energia. 3) a las condiciones climatoldégicas como la

temperatura del ambiente, humedad y altitud del nivel del mar. Ya que
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nuestros resultados de maduracién in vitro de ovocitos bovinos (20%
con GnRH y 28% con LH) son similares a los encontrados por Rea y
col. ( 2001) (24% para las vacas de La Paz y 36% para vacas de las
llanuras del Beni) en ambos estudios se utilizaron como medio base
para la maduracién in vitro el TCM-199, la altitud sobre el nivel del
mar también son similares entre ambas ciudades donde se realizaron
los estudios (Puno 3 827 m.s.n.m. y La Paz 3 650 m.s.n.m.) de la
misma forma las temperaturas ambientales también son similares
(Puno con una maxima de 18°C y una minima de -8°C; La Paz con
una maxima de 18°C y una minima de -5°C) mientras que los demas
autores que reportaron mejores resultados de maduracion in vitro
trabajaron en ciudades donde la temperatura promedio fueron
superiores a la temperatura promedio de Puno 10°C (Monteria 32°C ,
Veracruz 23°C, Guadalajara 22°C, Caracas 28°C, Atenas 25°C e
Israel 22°C)

4.4.Fecundacion de ovocitos madurados:

Utilizando el TCM-199 como medio base para la fecundacion in vitro
no se obtuvieron ovocitos fecundados en ninguno de los tratamientos.
Estos resultados no coinciden con otros autores que si observaron
mejores resultados de fecundacion y cultivo de embriones. Segun
Salgado y col. ( 2010), Ahuja y col. ( 2009), Villarreal ( 2005),
Fernandez y col. ( 1997) observaron 81%, 80%, 8% y 75%
respectivamente.

Se puede pensar que estos resultados son como consecuencia: 1) al
uso de un medio de fecundacion no 6ptimo ya que los autores antes
mencionados utilizaron el medio SPERM TALP (tyrode albumin lactate

pyruvate) un medio especifico para fecundacion in vitro. 2) por las
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influencias negativas que pueda tener la exposicibn a bajas
temperaturas (menores a 20°C), Segun lo revisado por Lorenzo
( 1992) indica que las manipulaciones de los ovocitos dentro del
laboratorio aspiracibn de foliculos, clasificacion morfolégica y
preparacion de espermatozoides deben realizarse rapidamente ya
que los gametos masculino y femenino son extremadamente
sensibles a los cambios bruscos de temperatura lo cual disminuye la
viabilidad de los ovocitos y la capacidad de penetracién del
espermatozoide. 3) Las condiciones del Ilaboratorio todavia
inapropiadas donde se desarrollo el trabajo y los factores de la edad y
estado nutricional de los animales.

Aunque este estudio no ha alcanzado valores de maduracion y
fertilizacion in vitro superiores al 50%, los resultados obtenidos tras la
maduracién in vitro de ovocitos bovinos. Si podrian utilizarse como un
primer precedente sobre la maduracién y fertilizacidbn de ovocitos
bovinos en el sur del Perq, puesto que no existen otras referencias

para comparar nuestros resultados bajo similares condiciones.
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V. CONCLUSION:

La adicion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) o la
hormona luteinizante (LH) al medio maduracioén in vitro de ovocitos de
vacas Brown swiss favorece:

a. La maduracion del ovocito

b. La expansion de las células del cumulus.

la GnRH y LH tienen un efecto positivo sobre la maduracién in vitro de

ovocitos ya que se observo un mayor nimero de ovocitos madurados en

‘los tratamiento adicionados con estas hormonas (20% y 28%) respecto

al grupo control en el cual solo el 4% de ovocitos mostro el primer
corpusculo polar después de 24 horas de maduracién in vitro.

Los ovocitos madurados en presencia o ausencia de GnRH o LH en el
medio TCM-199 no lograron ser fecundados por lo que no se observé

desarrollo embrionario.
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V. RECOMENDACIONES:

Se recomienda realizar mas estudios sobre maduracion in vitro de

ovocitos antes de pasar a la siguiente etapa la fecundacion in vitro.

Se recomienda realizar estudios sobre la maduracién de ovocitos
bovinos utilizando diferentes medios de cultivo, suplementando con
diversas hormonas y otros factores de maduracién con el fin de obtener

un medio mas optimo para la maduracion de ovocitos bovinos.

Recomiendo realizar mas estudios sobre la GnRH utilizando diferentes
dosis en la maduracidn de ovocitos por ser esta mas economica y de

facil acceso.

Se recomienda utilizar una estufa calefactora dentro del laboratorio con
el objeto de minimizar los cambios bruscos de temperatura durante la
recuperacién y clasificacibn morfolégica de los ovocitos en el

laboratorio.
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ANEXOS



ANEXO 1

Fuente: Elaboracién propia
Imégenes representativas de ovocitos bovinos de la categoria | de muy
buena calidad con mas de 5 capas de células del cumulus compactas y

citoplasma homogéneo con zona pelucida completa.



ANEXO 2

Fuente: Elaboracion propia

Imagenes representativas de ovocitos bovinos de la categoria Il de
buena calidad donde se muestra con tres capas de células del cumulus
compactas, citoplasma homogéneo y completo dentro de la zona
pelucida. ~



ANEXO 3

Fuente: Elaboracion propia
Imégenes representativas de ovocitos de la categoria Ill con una o dos

capas de células del cumulus.



ANEXO 4

Fuente: Elaboracién propia

Imégenes representativas de ovocitbs de la categoria IV /as imagenes a
y b ovocito con células del cumulus incompleta y citoplasma granulado.
c) ovocito con muy pocas células del cumulus adheridos a su zona
pelucida. d) ovocito con zona pelucida rota y sin contenido
citoplasmatico.



ANEXO 5

Fuente: Elaboracién propia

Imagenes representativas de las medidas de algunos ovocitos
bovinos después de 5 dias de cultivo en PBS (fosfato buffer salino) (a
y b) muestra la medida solo del ovocito sin zona pelucida, (c y d)

medidas del ovocito mas zona pelucida.



ANEXO 6

Fuente: Elaboracién propia

Las imagenes a y ¢ son ovocitos antes de la maduracion nétese las
células del cumulus se muestran compactas, en las imagenes b y d se
observan la expansion de sus células del cumulus después de 24 horas

de maduracién in vitro.



ANEXO 7

SRR T

Fuente: Elaboracién propia

Imagenes representativas de ovocitos bovinos después de 24 horas de
maduracion in vitro y sometido a vortex por un minuto. Las imagenes a,
b y ¢ muestran ovocitos con el primer corpisculo polar. La imagen d
muestra un ovocito no madurado notese en el espacio perivitelino en el

cual no presenta el primer corpusculo polar.



ANEXO 8

Fuente: Elaboracion propia

Imagenes representativas de ovocitos bovinos madurados en medio
TCM 199 + GnRH. Las figuras a, b y ¢ muestran ovocitos con el primer
corpusculo polar y con una zona pelucida gruesa intacta mientras que la
figura c presenta una zona pelucida irregular el cual indica el comienzo

de la degeneracion del ovocito



ANEXO 9

Fuente: Elaboracion propia
Imégenes representativas de ovocitos bovinos madurados en medio
TCM 199 + LH mostrando el primer corptsculo polar.




ANEXO 10

Fuente: Elaboracion propia

Imégenes representativas de ovocitos maduros en medio de fecundacion
ndtese los espermatozoides adheridos a la zona pelucida.



Anexo 11: soluciones stock para maduracion in vitro

11.1. Solucién de gentamicina. 16mg/5ml

agente cantidad
Gentamicina 160mg/2mi 0,2ml |
Solucion PBS 4 8ml

11.2. Solucién de estradiol. 125mg/5mi

agente cantidad
Estradiol 2,5mg/1ml| 0,5ml
Solucién PBS 4.5ml

11.3. Solucion de FSH. 2mg/5ml

agente cantidad
Folltropin (400mg) 0,1ml
Solucién PBS 4.9ml

11.4. Solucién de LH (700Ul/ml)

agente cantidad
Choluron (5000U1/ml) 0,1ml
Solucién PBS 4.9ml




