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RESUMEN il

La criopreservacion como técnica de conservacion se aplica a células
somaticas y germinales de animales domésticos que muestran un alto valor
genético de manera comercial.

Los avances en el estudio sobre criobiologia han sentado las bases para
comprender los efectos dafinos de la formacidn de cristales en ovulos vy
embriones de mamifero cuando estos son sometidos a congelamiento.

El objetivo principal de este estudio fue aplicar la técnica de vitrificacion a
Ovuios de bovino madurados in vitro.

En el presente trabajo se utilizo una muestra de 51 ovarios de bovino de
razas criollas de las cuales predomino la cruza con cebu. El material bioldgico
incluyd ovarios tanto de vacas como de vaquillas. De los ovarios colectados se
obtuvieron 443 ovocitos que fueron aspirados y madurados in vitro siguiendo la
metodologia de LLedezma (1 991).
lLos ovocitos se evaluaron de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas y de
desarrollo (ovocitos inmaduros en estado de vesicula germinal) y (ovocitos en
diferentes estados de maduracion). En el primer grupo los ovocitos se
vitrificaron, se maduraron in vitro y posteriormente se evaluaron. El segundo
grupo de ovocitos se terminaron de madurar in vilro, se vitrificaron y se
evaluaron. Para cada uno de los grupos se realizaron 3 ensayos.
l.os resultados de ovocitos que sobrevivieron a la vitrificacion y a la maduracion
in vitro en los tres ensayos fueron: 41.3%, 39.0% y 51.7% respectivamente,
teniendo una media del 44.7%. Para los ovocitos que sobrevivieron a la
maduracion in vitro y vitrificacion fueron: 63.8%, 64.3% y 68.4% teniendo una
media de 65.7%.

Cuando se compar6 estadisticamente los dos sistemas se encontro una
diferencia significativa de (p<0.05) con un 95% de confiabilidad por lo que se
concluyd que la proporcion de sobrevivencia es diferente empleando dislintos
sistemas, siendo mas favorable para los dévulos que fueron madurados vy

posteriormente vitrificados.
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I.- ANTECEDENTES CIENTIFICOS

A) BIOFISICA DE LAS BAJAS TEMPERATURAS (CRIOGENIA)

El término de enfriamiento, es el proceso de cambio de estado de un
objeto 0 sustancia, producto de la extraccion del calor o disminucion de la
temperatura. Este proceso encierra en si, dos subprocesos; uno ligado a la
disminucién de la temperatura producto de la extraccion del calor al exterior
conocido como enfriamiento externo y otro donde se disminuye la temperatura o
se mantiene pero sin extraccion de calor al exterior conocido como enfriamiento
interno (Efecto Joule-Thomson) (Suarez, 1997).

La criogenia es la técnica por la cual se generan y emplean
temperaturas por abajo de los 120° K {denominacidén a partir de la Xl
conferencia del frio en 1971), “crio” que significa en griego frio y “genos *

generacion, es decir generacion del frio.

Esta técnhica cumple mas de 100 afnos desde el momento en que fueron
realizados los primeros experimentos exitosos de licuefaccion del oxigeno. Esta
ventaja de licuefaccién se empezé a utilizar en la Industria en los afos 20 de
este siglo. A partir de entonces, la criogenia se ha desarrollado como una rama
de la Ciencia.

Los primeros trabajos en la fisica de las bajas temperaturas realizados por
los quimicos britanicos Humphry Davy y Michael Faraday, entre 1823 y 1845,
marcaron el camino para el desarrollo de la criogenia. Ellos generaron gases
calentando una mezcla adecuada en un extremo de un tubo con forma de V
invertida, el otro extremo se mantenia en una mezcla de hielo y sal para
enfriarlo. La combinacion de temperaturas reducidas y altas presiones hacia
gque el gas generado se licuara; al abrir el tubo, el liquido se evaporaba
rapidamente y se enfriaba hasta el punto de ebuliicion. Evaporando a bajas
presiones dioxido de carbono sélido mezclado con éter, Faraday obtuvo una
temperatura de 163 °K (-110 °C) (Suarez, 1997).



Si un gas atemperatura moderada se expande a través de una valvula, su
temperatura aumenta. Pero si su temperatura inicial esta por debajo de la
llamada temperatura de inversion, la expansién provoca una reduccion de
temperatura es lo que se llama efecte "Thomsom™ Las temperaturas de
inversion del hidrogeno y el helio, dos gases criogénicos fundamentales, son
extremadamente bajas y para lograr una reduccién de temperatura por
expansién, deben enfriarse primero por debajo de sus temperaturas de
inversidn, el hidrégeno mediante aire liquido y el helio mediante hidrégeno
liquido. Generalmente, este método no logra la licuefaccién de fases en un solo
paso, pero encadenando los efectos en cascada, el fisico francés Louis Paul
Callletet y el fisico suizo Raoul Pierre Pictet, de forma independiente lograron
producir en 1877 algunas gotas de oxigeno liquido. El éxito de estos
investigadores marcé el final del concepto de gases permanentes y establecié la
posibilidad de licuar cualquier gas mediante una compresion moderada a

temperaturas inferiores a la temperatura de inversion.

Para realizar el proceso de enfriamiento externo mencionado arriba, hace
falta un sistema externo con temperatura que se mantenga menor que el objeto

al cual se va a enfriar para que asi ocurra un intercambio de calor.

El proceso de intercambio de calor se realiza por si solo sin gastar ningun
trabajo cuando la temperatura del objeto es mayor que la temperatura del
ambiente. Sin embargo, a temperaturas menores que la del ambiente el pasoc
del calor debe ir de temperatura mas baja hacia el ambiente, es decir, para
que un cuerpo se enfrie debe ceder su calor al ambiente y este proceso

espontaneo no es posible sin gastar un trabajo.



El proceso de enfriamiento interno esté ligado a la disminucién def valor
de los parametros termodinamicos intensivos, los cuales pueden ser la presién
y la intensidad de los campos eléctricos y magnéticos. La menor temperatura
en cualquier sistema criogénico se obtiene solo por el proceso de enfriamiento
interno, es por ello, que al analizar cualquier sistema para alcanzar

temperaturas criogénicas, la menor temperatura en ese sistema esta dada por
un proceso de enfriamiento interno.

Segln la Ley de Nertz, para cualquier valor de parametro externo del
sistema se cumple que a temperatura del cero abscluto T= 0% K la entropia del
sistema es S = 0¢ K. Dicha base fisica del tal teorema esta dada por la
disminucién de la temperatura, el caos en el sistema disminuye y esto
comienza a ocurrir cuando la energia de intercambio entre las moléculas es

comparada con la energia del movimiento térmico de las mismas (K T).

Para lograr el enfriamiento de un objeto o sustancia se utiliza en general la
siguiente secuencia de procesos teniendo en cuenta que la entropia de la

sustancia depende de algun parametro termodinamico intensivo.

1. - Isotérmicamente se cambia el parametro intensivo en la direccién que la

entropia disminuya (en este caso sobre el sistema se realiza un trabajo con

desprendimiento de calor).

2. - Con entropia constante se cambia el parametro intensivo en direccion

contraria al paso anterior (el sistema entonces realiza un trabajo con entropia

constante y por tanto disminuye la temperatura).

Repitiendo estos dos procesos, en un ciclo, se logra disminuir la
temperatura del sistema, pero llega el momento en que la entropia es
insensible al cambio en los parametros intensivos del sistema. Por lo tanto el

proceso de isotermia no logra indefinidamente disminuir ia temperatura del

sistema (Suarez, 1997).



B) APLICACION DE LAS BAJAS TEMPERATURAS

La utilizacion de las técnicas criogénicas son muy amplias y en la
actualidad los sistemas criogénicos destinados a emplear las bajas
temperaturas se han tornado en un instrumento importante de avance en las

diferentes areas de la biologia del desarrollo.

Entre las muchas aplicaciones industriales importantes de la criogenia esta
la produccion a gran escala de oxigeno y nitrogeno a partir del aire. El oxigeno
tiene muiltiples usos, por ejemplo: en motores de cohetes, en los altos hornos,
en sopletes de corte y soldadura o el de hacer posible el intercambio gaseoso
de los tripulantes de naves espaciales y submarinos. El nitrégeno se emplea en
la produccién de amoniaco para fertilizantes o en la preparacién de alimentos
congelados que se enfrian con suficiente rapidez para impedir que se destruyan
los tejidos celulares. Se utiliza tambien como refrigerante y para el transporte de
alimentos congelados.

La criogenia ha hecho posible el transporte comercial de gas natural
licuado. Sin la criogenia, la investigacion nuclear careceria de hidrégeno y helio
liquidos para los detectores de particulas y para los potentes electroimanes
necesarios en los grandes aceleradores de particulas. Estos imanes también se
emplean en la investigacion de fusion nuclear. Algunos dispositivos infrarrojos,

maseres y laseres también requieren temperaturas criogénicas.

La cirugia criogénica o criocirugia se emplea en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson, en esta, se destruye el tejido de forma selectiva
congelandolo con una pequena sonda criogénica. Una técnica similar también

se ha empleado para destruir tumores cerebrales y detener el avance del cancer

de cuello uterino.

Se esta empleando para la conservacion de 6rganos, células sanguineas,
bacterias y virus para su estudio, ademas, en el desarrollo de bancos de

germoplasma encaminados a preservar el material genético.



La criopreservacién como técnica de conservacion se ha estado aplicando
a células somaticas y germinales de animales domésticos que muestran un alto

valor del potencial genético desde hace mas de 30 aios de manera comercial.

Con los avances en los estudios en criobiologia, se han sentado las bases
para comprender los efectos daninos de la formacion de cristales en évulos y
embriones de mamifero cuando éstos son sometidos a congelamiento y

descongelamiento (Douglas., 1990).

C) CONGELAMIENTO DE OVULOS Y EMBRIONES DE BOVINO

La criopreservacion de évulos de mamiferos es una parte importante en la
reproduccién asistida en animales de especies domésticas. Cientos de animales
han sido producidos por transferencia de embriones sometidos a procesos
criogénicos. Ademas se han creado bancos de germoplasma de
espermatozoides y embriones, almacenandolos y manipulando su potencial

genetico para su comercializacion.

En el campo de la preservacién animal estas técnicas han sido de gran

utilidad ya que proveen una alternativa para incrementar la diversidad genética
de mamifero.

Las primeras aplicaciones de esta técnica a células germinales se inicid
en 1972 con los trabajos de Wittingham quien experimenté con embriones de
ratdon los procesos de congelamiento y descongelamiento, obteniendo como
resultado la fractura de la estructura del embrion. Por lo que éste estudio
determind la blsgueda de técnicas alternativas para la criopreservacion vy
obtencién de embriones viables para su posterior implantacion {Flemming
et.al.,1972).



Durante los pasados 15 afos, la criopreservacion de embriones ha sido
un procedimiento de rutina con el surgimiento de 16 laboratorios en el mundo,
donde se han obtenido crias de especies silvestres y domésticas después de
transferir embriones criopreservados, sin embargo, su progenie es baja y es

afectada de manera adversa (Leibo et. al.,1996).

Varios estudios han mostrado que los procedimientos de congelamiento y
descongelamiento de dvulos de bovino madurados in vitro son perjudiciales y
solamente permiten la fentilizacion y el desarrollo en un rangoe muy reducido sin
llegar a la etapa de blastocisto. Durante el procesamiento y congelamiento de
ovulos o durante la recuperacion de ovulos almacenados dentro de una solucion

fisiologica, ellos estan expuestos a lesiones por varios factores, incluyendo:

(1) Toxicidad de crioprotectores; (2) Dafio al enfriamiento; (3) Dano fisico por
cristales extracelulares; (4) Toxicidad por electrolitos concentrados; (5)
Formacidn y crecimiento de cristales intracelulares; (6) Daho por fractura; (7)

Expansién osmdtica (kasai, 1996).

Suzuki y Otoi (1993), observaron que el citoplasma de 6vulos congelados y
descongelados llegan a ser de color claro y son de textura irregular,
presumiblemente resulta de finos cambios estructurales en el citoplasma
producidos por el congelamiento y descongelamiento, Otoi et. al., (1992),
sugieren que la reduccion en la capacidad del desarrollo en ovocitos congelados

pudieran resultar grietas en la zona pelicida, incrementando la incidencia de

poliploidia, transtornos de la membrana plasmatica, desorganizacién extensiva

del ooplasma y dafos a los organelos disgregados durante la congelacién.

Como una sencilla célula de considerable volumen, el dvulo es probable
gque sea mas vulnerable a desafios osmdticos que el embridn multicelular.
Primero, la deshidratacion de esta gran ceélula demanda un extensivo transporte
de agua a través de una membrana plasmatica y segundo, no hay capacidad
de desarrollo como se encuentra en el embrion multicelular. Cada paso de

procedimiento durante la criopreservacion, probablemente contribuye separado



6 acumulativamente a un bajo desarrollo del potencial del dvulo sometido al

congelamiento y descongelamiento (leibo et. al.,1996).

Se especula que el desplazamiento periférico de las vesiculas vy
mitocondrias esta asociado con el incremento de deshidratacion y el resuitante
encogimiento de los évulos. De este modo, las vesiculas que constituyen un
mayor compartimento del évulo son comprimidas durante el encogimiento y es
probable que el incremento de la agrupacién de vesiculas sea el resultado de
este efecto (Schmidt et. al., 1995). Sobre la expansién del évulo, las vesiculas
aparentemente quedan concentradas en una posicion cercana a la membrana

plasmatica, lo que provoca un desplazamiento periférico (Schmidt et. al., 1995).

Siguiendo el Seeding (Proceso fisico de sembrado para la realizaciéon de la
solidificacién del medio), la membrana plasmatica es capaz de adaptarse a los
cambios en el volumen celular, durante el encogimiento adicional debido a Ia
continuidad post-seeding del congelamiento frecuentemente causa ruptura de

la membrana (leibo et. al.,1996).

Estos procesos criogénicos se han desarrollado en dos formas: una
llamada congelamiento suave que consiste en un preenfriado de la célula que
va de temperatura ambiente a 5°C, enfriado que va de los 5 °C a —7 °C con una
velocidad de descenso de 1-3°C/min. Este sembrado es una induccién a la
congelacion con una duracion de 5-15 minutos a esta temperatura, post
sembrado que va de -7 °C a —30 °C con una velocidad de descenso de -0.1 a -
0.5 °C y el dltimo que consiste en sumergir a temperatura de -196 °C que es la
temperatura de N2L. (Toner et. al., 1991). Congelamiento rapido, o también
llamado  vitrificacion consiste en un enfriamiento rapido que va de la
temperatura ambiente de 25 °C a la temperatura de induccidén que es de -5.3 2C;
sembrado de induccion a la congelacidén por 10 minutos y posteriormente, se

sumerge directamente en N2L. (Toner et. al., 1991).
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Una variedad de crioprotectores han sido usados y se han clasificado en
dos grupos: Crioprotectores intracelulares permeables como: polietileno,
propileno, etilenglicol, glicerol, ficol y DMSO, entre otros. Crioprotectores

extracelular no permeables como: sacarosa, lactosa y glucosa (Douglas.,
1990).

Cuando los ovulos fueron congelados y después descongelados,
madurados e inseminados in vitro se presentaron deficiencias, pudiendo ser el
resultado del dafo a células del cumulus, ya que éstas son necesarias para
soportar la maduracion completa o posible dafo en la organizacién de

microtubulos que es reflejado en la primera division mitdtica (Sathananthan et.
al., 1988).

Jondet et. al., (1984) analizaron el volumen en odvulos de Hamster y
encontraron que durante la congelacion y descongelacién inmediatamente
después de la adicidon de un crioprotectante, el encogimiento de los évulos
ocurre debido al flujo de agua hacia afuera. Sobre la adaptacién, el 6vulo
retiene parte de este volumen original, pero después del alargamiento otra
deshidratacién toma lugar dirigiendo a un nuevo encogimiento. Después de la

descongelacion el dvulo se expande hacia este volumen inicial.

Lehn , (1986) encontrd que el encogimiento de los embriones es debido a
una reduccién de temperatura de 0 a -25°C, sin embargo, fue mas
pronunciado este encogimiento al inicio de la congelacién —10 °C, y continué
hasta -25 °C cuando la moérula y el blastocisto alcanzaron el 45 y el 60% de
encogimiento respectivamente (Sathananthan et. al., 1987).

Se probaron tres modelos de congelamiento en ovocitos de ratdn, los
cuales son: congelamiento suave, congelamiento rapido y vitrificacion, usando
como crioprotectores el 1.2 propanidol y sucrosa, se encontraron los siguientes
resultados: 86.4%, 93.3% y 78.5% respectivamente, lo cual, indica que para
esta especie el crioprotector usado y el sistema de congelacidn rapido es
satisfactorio (Men, 1997).
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Al congelar évulos humanos maduros en propanidol y DMSO se observa
que el principal dafio es un rompimiento en la zona pelicida, el trastorno de la
membrana plasmatica y la desorganizacién extensiva del ooplasma junto con el
dafio de alargamiento en alguno de los 6vulos, este alargamiento de los
organelos son causados por ser sensibles a la crioprotectores {Sathananthan
et. al., 1988; Vicent et. al., 1989; Ruffing 1992).

Las caracteristicas que presentan los évulos al iniciar el descenso de
temperatura en su etapa de equilibrio y enfriamiento hacia los 5°C. provoca un
desplazamiento periférico de vesiculas y mitocondrias, como también un
aumento en el agrupamiento entre las vesiculas adyacentes. Tales efectos de
congelamiento y descongelamiento han sido previamente observados en
embriones de bovino (Mohor and Trounson, 1981; Hyttel et. al., 1987). En
apariencia éstas vesiculas antes de la preparacion citolégica probablemente
contienen material lipidico, constituyendo un compartimento del évulo que es

altamente vulnerable al procedimiento de congelacién (Schmidt et. al., 1995).

Otros compartimentos celulares llegan ha ser afectados por el
congelamiento post-sembrado causando una dilatacion significativa en las
mitoccondrias y el reticulo endoplasmico lisc. Esto es notable, ya que, los

| organelos quedan afectados por el congelamiento de embriones en bovinos, de
acuerdo con Mohr y Trounson (1981) Hyttel et. al., (1987). Este hecho indica la
pronunciada susceptibilidad de ovocitos comparados con los estados tardios del
desarrollo embrionario, una caracteristica que probablemente esta relacionada
con la reduccion del volumen celular en relacién a un incremento en el nimero

de blastémeros en la segmentacion,

Los évulos presentan una dificultad especial al ser congelados, ya.que en
su division meidtica se encuentran microtibulos y microfilamentos dafados por
el enfriamiento y la exposicion a crioprotectantes los cuales bloguean la
segmentacién de éste (Blerkom 1991; Parks and Rufttry 1992; Vincet and
Jhonson 1992). Se ha mencionado que la criopreservacion de évulos pudiera

inducir efectos mutagénicos en embriones resultantes (Bouquet et.al., 1995).



Usando métodos controlados de congelamiento suave como los
establecidos por Willmut et. al.,(1972). Los embriones equilibrados en 1-1.5 M
de crioprotector, el contenido celular esta concentrado por una deshidratacién
gradual causada por el crecimiento de hielo extracelular, lo cual permite su
sobrevivencia. Cuando la muestra es congelada en nitrégeno liquido, e!
citoplasma de los embriones junto con la fraccidn extracelular concentrada
pudieran cambiar a solidos vidriosos libres de la formacién de hielo por una
extremada elevacion de la viscosidad Kasai (1996).

En suma, los Ovulos de bovinos madurados in vitro congelados en
glicerol desarrollan una penetracion normal, pero fallan a la segmentacion y a la
formacion del blastocisto in vitro. Mas aldn, muestran danos estructurales con
una evidencia especial después del sembrado. Se han encontrado pocos
reportes de dvulos congelados en el estado de Vesicula Germinal (GV)
(Wittinham, 1977; Heyman, 1986; Pellicer et. al., 1988). Varios investigadores
han intentado congelar ovocitos en metafase Il con diferente éxito {Friedler
et. al.,, 1988).

Es necesario un mejoramiento en el método de congelacion, dado que
la sobrevivencia después del descongelamiento es variable y depende de la

especie, el estado de desarrollo vy la calidad del embridn (Kasai, 1996).

Para maximizar la practica efectiva de fales protocolos, las técnicas
pudieran ser muy Uutiles para almacenar por largos periodos évulos con
similares técnicas empleadas en la congelacion de espermatozoides
(Schroeder et. al., 1989). Mas de 190,000 embriones de bovinos han sido

criopreservados v transferidos alrededor del mundo (Tribier et. al., 1995},

Mejorando los protocolos  de maduracion especificos de especie,
finaimente pudieran permitir investigaciones para aprovechar un gran nimero
de ovulos inmaduros contenidos en los ovarios de mamifero, lo que
incrementaria la poblacion de animales valiosos. Si los embriones pueden ser

criopreservados efectivamente, la técnica puede ser aplicada a una basta



variedad de especies de mamiferos, animales domésticos, animales de

laboratorio, animales silvestres y en la especie humana.

D) FISIOLOGIA DEL DESARROLLO FOLICULAR DEL BOVINO

Durante el desarrollo fetal, las oogonias se producen por multiplicacién
mitética, posteriormente aparece el primer foliculo antral en la vida fetal tardia y
logra un maximo numero alrededor de dos meses de edad. El nimero de
foliculos primordiales son alrededor de 150,000 por par de ovarios en el
nacimiento, declinande suavemente con la edad entre 4 a 6 anos y declina mas
rapidamente flegando a 0 ala edad de 20 anos.

Al nacimiento, una capa de células foliculares rodea al ovocito primario en
el ovario y en ella se forman los foliculos primordiales, al principio estos se
encuentran diseminados por todo el ovario, pero durante la vida neonatal
temprana se van disponiendo solo en la zona cortical, bajo la tunica albuginea
rodeando la meduta vascular, asi a lo largo de la vida reproductiva la vaca
cuenta con foliculos preovulatorios y antrales con una baja proporcion del
numero total de foliculos en un ovario (Hafez,1985).

El ovocito primario se encuentra reprimido en el estado de dictiotene
(profase de la primera divisién meiodtica) antes del nacimiento, cada dia una
pequena poblacion de foliculos primordiales sufre una serie de cambios que es
representado por su desarrollo folicular, estos cambios incluyen proliferacion y
crecimiento de las celulas foliculares para formar mdltiples capas alrededor del
ovocito y el crecimiento del mismo. (Alberts et. al.,, 1989). Conforme los
foliculos continian su crecimiento, se desarrolla una cavidad que se va
llenando de liquido folicular, esto es, conocido como foliculo antral, pero el
desarrollo de foliculos antrales para foliculos ovulatorios dependen de la
presencia de gonadotropinas y esteroides. El crecimiento folicular y la
maduracion en el ovario representan una serie de transformaciones

subcelulares y moleculares. En el crecimiento folicular intervienen proliferacion y



diferenciacion inducidas por hormonas de células de la teca y de la granulosa,
al final aumentan su capacidad de producir estradicl y responder a las
gonadotropinas hipofisiarias. La producciéon de estradiol determina que foliculo
estimula los receptores de LH necesarios para la ovulacién y luteinizacion. El
ovocito esta altamente especializado para un desarrollo independiente con
grandes reservas de nutrientes, su citoplasma contiene reservas nutricionales

en forma de yema, el cual, es rico en lipidos y proteinas (Gilbert, 1994).

El crecimiento del Ovocito se da a través de diversos mecanismos
especiales: Los ovocitos toman de la yema las proteinas a partir del fluido
extracelular mediante un receptor mediador de endocitosis. Hay dos tipos de
células que actian en esta via de ovogénesis: Las células que lo rodean
llamadas enfermeras, son usualmente conectadas por un puente citoplasmatico
a través de las cuales pueden pasar directamente dentro del citoplasma del
ovocito. Otras células accesorias en el ovario que ayudan a nutrir a los ovocitos
son las células foliculares, dispuestas como en capa epitelial alrededor del
OVOCIito y conectadas por una union en forma de garganta, permiten el cambio

de pequenas moléculas pero no macromoléculas (Gilbert, 1994).

Las células accesorias circundantes hacen una contribucion adicional al
desarrollc del ovocito, ésta es la célula accesoria que responde a las hormonas
polipeptidas llamadas gonadotropinas, estas liberan el ovocito a partir de la
profase | que facilita la maduracion. Los cambios mas dramaticos que ocurre en
los foliculos de Graff en mamiferos justo antes de la ovulacion es la expansién o

mucificacion de las células del cumulus (Hafez,1985).

| El tiempo requerido para que un foliculo de bovino crezca del primer
estado antral (cerca de 0.13 mmy}, al tamafo precvulatorio, es cerca de 42 dias
o dos ciclos estruales. El inicio del ciclo ovulatorio regular en la vaquilla es
incompleto al término del ciclo sin ovulacién, en la pubertad los ovarios alcanzan
la capacidad para ovular mas constantemente en respuesta al pico de LH vy

reguian el ciclo estrual estabilizandolo (Hafez,1985).
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Evidencias recientes indican que de 2 a 3 oleadas de crecimiento folicular
ocurren durante el ciclo estrual del bovino, con la oleada final se producen
foliculos ovulatorios con probabilidad de ser diferenciados de los foliculos
antrales de bajo crecimiento, alrededor de 48 horas anterior a ia ovulacién
(Hafez,1985).

E) MADURACION DE OVOCITOS IN VITRO

Los ovarios de animales domésticos, recuperados en rastro, podrian
proveer suficiente material gonadal dirigido hacia la produccion de embriones
para ser manipulados y transferidos si los ovocitos pudieran ser madurados,
fertilizados y cultivados in vitro, ademas de ser criopreservados. Muchas

investigaciones han comprobado la viabilidad de esta técnica (Otoi, 1997).

La maduracién de! évulo fue definida como la asociacion de eventos, que
inician con una vesicula germinal (GVBD) y el cumplimiento de la primera

division meidtica, refiriéndose asi a la maduracidon nuclear.

En la vaca la ovulacidn ocurre aproximadamente 30 horas despues de
comenzar la oleada de LH, durante este tiempo los ovocitos que se encuentran
en meiosis y progresan hasta el estado de metafase de la segunda divisién
meidtica. En algunos mamiferos la fertilizacién induce la reiniciacion de la

maduracidn nuclear para completar la meiosis Il del ovocito secundario bovino.

En general, se consideran tres tipos de maduracidon: citoplasmico, nuclear
y de maduracion externa (expansién de la masa de células del cumulus que

circundan al ovocito) (gondolfi, 1997}.

El proceso de maduracidn es un paso muy importante para una
subsecuente penetracion de la célula espermatica dentro del ovocito y su
desarrolio, el encuentro del ovocito con el espermatozoide en el espacio
perivitelino se da una hora después de la inseminacidn, incrementandose con la
maduracion nuclear del ovocito avanzando a Metafase | - Telofase |, estos

cambios aparecen cuando se da la penetracion de la célula espermatica dentro
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del ovocito el cual se encuentra en etapas de transicidén o cercanas a metafase
[l. Esta capacidad de ser fertilizado es adquirida justo antes o en el tiempo de la
segunda division meidtica (Hafez,1985).

First and Parrish, (1987) consideran que la maduracion del ovocito puede
ser el progreso de la maduracién nuclear, como incluye la apariencia de vesicula
germinal (GV) del estado de arresto en dictiotene siguiendo de meiosis | a
metafase Il y la expulsion del primer cuerpo polar (Kastrop et. al., 1990), también
mencionan que los cambios especificos en la sintesis y fosforilacion de proteinas,
fueron programados en el proceso de maduracion del ovocito de bovino anterior
al estado de vesicula germinal.

En primates, rumiantes y otros mamiferos las células del cimulus de
foliculos graffianos en crecimiento son indistinguibles de las células de la
granulosa. Despues de oleadas ciclicas de gonadotropinas aparecen cavidades
dentro de la masa celular, siendo estas células del cumulus las que circundan al
ovocito y forman la corona radiada. Estas investimentas del ovocito y la
apariencia del citoplasma ha sido el mejor indicador del potencial de desarrollo
del ovocito para su maduracion espontanea. En general, las células del éumulus
estan compuestas por células foliculares, de la teca y de la granulosa, durante
el periodo de maduracién de ovocitos in vitro benefician los procesos

produciendo piruvato como proveedor del sustrato de energia (Gilbert, 1994).

Varios medios de maduracion tienden a ser usados como, el TCM-199 y
Ham-F10, la maduracion /n vitro viene ha ser un proceso préspero
especialmente donde es mejorado por la adicion de hormonas. Los esteroides
juegan un papel importante en la maduracién de ovocitos porque al estar
presentes toman e incorporan proteinas (Pontbriand,1989).

Las células foliculares tienden ha ser usadas en cocultivo de CCO (complejo
del cimulos ovocito), estas células son divididas en 3 categorias: corona
radiada, células del cumulos y células de la granulosa. La corona radiada es
una capa sencilla de células columnares inmediatamente circundando a la zona

pellcida. Se cree que las células del cimulos juegan un papel importante en la
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maduracion del propio ovocito, ya que proporcionan el factor de desarrollo para
éste, al igual, dichas ceélulas tienen una comunicacién directa con el ovocito a
través de microtubulos que estan conectados de las células del cumulos con la

zona pelucida y se dirigen al ooplasma (First and Parrish, 1987).

La técnica de maduracion y fertilizacidn in vitro provee el material necesario
para los experimentos en ingenieria genética con el fin de corregir defectos
geneticos ademas de otras aplicaciones utiles proporcionando embriones
sincronizados en un estado especifico de desarrollo. Con la produccion de un
numero grande de embriones, esta técnica de investigacién puede ser aplicada a
clonacion, sexado de embriones, procesos de congelamiento y a la vez para la
determinacion de las variadas fases fisiologicas involucradas en el ciclo celular,
en el control de la meiosis, maduracion folicular, singamia, desarrollo embrioldgico

temprano vy la interaccion con el tejido in vitro.
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Il.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las ventajas potenciales de bancos de gametos en mamiferos son grandes, lo
que permite almacenar germoplasma de individuos con un material genético de
alto valor econdmico, asi como también de especies silvestres. Sin embargo, las
técnicas de criopreservacion actuales sélo permiten un bajo indice en el
desarrollo de évulos cuando son sometidos al congelamiento suave; por lo que
la técnica de vitrificacién se ha probado en ratones y ha demostrado un
aumento en la viabilidad de évulos. Sin embargo, esta técnica no se ha utilizado
en ovulos de bovino en estado de vesicula germinal, lo que podria ofrecer un
incremento importante en el indice de sobrevivencia, lo que permitird contar con
material germoplasmico para diversas aplicaciones biotecnolégicas por muchos

anos.
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ll.- HIPOTESIS

La modificacion de curvas de descenso de temperatura y congelamiento de
ovulos en estado de vesicula germinal y de metafase li, elevara el indice de

viabilidad de évulos de bovino sujetos a criopreservacion por vitrificacion.
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IV.- OBJETIVOS:

GENERAL : APLICACION DE LA TECNICA DE VITRIFICACION A OVULOS
DE BOVINO EN ESTADO DE VESICULA GERMINAL Y METAFASE II.

ESPECIFICOS:

1.- Lograr la vitrificacion de 6vulos en estado de Vesicula Germinal (V.G.),

i asi como su maduracion in vitro.

2.- Lograr la maduracion in vitro y la vitrificacion de 6vulos (Estado de
metafase-Il).

3.- Realizar un estudio comparativo cuando los évulos son vitrificados en estado

de Vesicula Germinal y Metafase Il.

ﬁ’“*‘«iﬁ‘RA
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V.- MATERIAL Y METODOS

El trabajo experimental se realizd en las instalaciones del Centro Universitario

de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara

Los protocolos desarrollados son:

Maduracion de 6vulos in vitro de bovino.

Criopreservacion de dvulos por congelamiento rapido {vitrificacion).

METODOLOGIA

El soporte de material bioldgico (ovarios) fue suministrado por el rastro
municipal de Guadalajara, que se encuenlra localizado, aproximadamente, a 30
Km. del laboratorio de morfofisiologia. Para este trabajo se utilizaron ovarios
procedentes de vacas de diferentes razas, de los cuales predomind la cruza con

cebu. El material incluyd ovarios tanto de vacas como de vaquilltas.

Los procedimientos que se llevaron a cabo para la tecnica fueron bajo el
seguimiento de protocolos establecidos por L.edezma, (1991) y modificados por
Roa, V. (1992). Los protocolos que se trabajaron fueron: A) Coleccion de
ovarios, B) Coleccion y Clasificacion del complejo cumulus ovocito, C)
Maduracion de ovocitos in vifro, F) Evaluacion de ovocitos madurados in vitro,

G) Vitrificacion de ovocitos, H) Evaluacion de ovocilos congelados.

Se realizaron tres ensayos con espacio de 30 dias entre cada uno. Se

trabajaron para aspiracion y maduracion 15,17, y 19 ovarios respectivamente.



Figura 11.- Diagrama de flujo de la metodologia para maduracion vy vitrificacién de

Ovocitos de bovino in vitro.
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A) METODOLOGIA PARA LA COLECCION DE OVARIOS

A.1 MATERIALES REQUERIDOS PARA LA COLECCION EN EL RASTRO
Termo para transporte de solucién y ovarios.

Qverol, bata, botas de hule.

Equipo de diseccién estéril.

Papel y guantes estériles.

Termdmetro de -20 a 100 °C.

Bolsas de polietileno estériles.

Solucion salina fisiologica de transporte.
A.2 PREPARACION PARA LA COLECCION DE OVARIOS

Se prepararon 5 litros de solucion salina fisioldgica al 0.9% de NaCl y se

esterilizd en el autoclave.

El dia de la coleccién se agregaron 100,000 Ul de penicilina y 100 mg. de

estreptomicina por litro de solucion salina, se elevo la temperatura a 39

1o
O

procediendo a la coleccion de ovarios en el rastro.

A.3 Coleccién de ovarios

Se colectaron los ovarios inmediatamente después del sacrificio de los
animales directamente de las canales. Se removid todo el exceso de tejido,
después se lavaron con solucién salina fisioldgica varias veces a 38 2, después
se colocaron en un termo donde fueron transportados al laboratorio dentro de
las 2 o 3 horas posteriores a la coleccién. Se retird la grasa y todos los tejidos
no ovaricos, se introdujeron en el termo con la solucion fisioldgica, se traslado al

laboratorio dentro de las dos a tres horas posteriores a la coleccion.
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B) COLECCION Y CLASIFICACION DEL COMPILEJO CUMULUS OVOCITO

8.1 Preparacion del laboratorio

Se limpiaron las barras y el piso con solucién antiséptica organica.

Se prepararon jeringas de 5 ml. y agujas def N° 18 y 20. estériles. También se

esterilizaron gasas, guantes, papel, cubrebocas v la solucion salina fisiologica.

Se prepararon vasos de precipitado de 50 ml, cajas de petri de 90 mm, pipetas

Pasteur modificadas, bafio Maria a 38 °C y el microscopio estereoscépico.
B.2 Procedimientos para la aspiracion del Complejo Camulus Ovocito (CCO).

Una vez que los ovarios se recibieron en el laboratorio, se lavaron tres veces
con solucién salina fisiologica a 37 °C. Posteriormente se colocaron en bafio

Maria con la misma solucion y a la misma temperatura.

Antes de |a aspiracion los ovarios se secaron con {oallas de papel estériles,
Hecho este procedimiento se tomo con la jeringa de 5 mi, aproximadamente, 1
ml. de medio talp-hepes antes de proceder a aspirar los foliculos. Los foliculos
qgue se aspiraron fueron los que midieron de 2 a 6 mm de diametro. Una vez
aspirados se depositaron suavemente junto con el medio en las cajas de petri

para su posterior busqueda y clasificacion del CCO. Este ullimo se realizd a

través del microscopio estereoscopico.
Busqueda de ovocitos.

1.- Se cuadriculd la bhase de una caja de petri grande (80 mm), se deposito el
liquido folicular aspirado en las placas para buscar los ovocitos.

2 - Las observaciones se hicieron a 3 de los niveles de profundidad.

3.- Se extrajo de la incubadora una caja con M-PBS y el medio de maduracion.
4.- Se aspiraron los ovocitos con una pipeta modificada en su extremo de
tamaiio, aproximado, de 160 1 de diametro. Comprobando el borde externo de
la pipeta con el microscopio, evitando asi dafiar al ovocito.

5.- Sé lavaron los ovocitos aspirados en M-PBS.



Tabla N21 Clasificacion de ovocitos inmaduros.

Para la clasificacién de los ovocitos se utilizo un microscopio estereoscépico de

40 aumentos. Los criterios para la clasificacion de los ovocitos fueron los

siguientes:

CLASIFICACION CARACTERISTICAS

A Ovocitos rodeados con tres 0 mas ca-
pas de células de cumulus compacta.

B Ovocitos rodeados por una mono-
capa de células del cimulus,

C Ovocitos parcial o totalmente desnudos!
D QOvocitos rotos, deformes o rodeados de
fibrina.

Las categorias C y D se descartaron para el proceso de maduracién in vitro,

ya que es muy dificil alcanzar los niveles Optimos requeridos para la
maduracion.



C) COLECCION DE OVOCITOS IN VITRO

El dia de la aspiracidn se preparo y esterilizd el medio para la maduracién de
los ovocitos (TCM-199), por medio de filtracion con microporo de 45 micras.
Posteriormente, se colocaron en cajas de petri, de 35 milimetros, gotas de éste
medio (100 pl ). Antes de colocar los ovocitos en este medio, se equilibré por
espacio de dos horas en la estufa con 5 % de CO2, y a 38 °C. El mismo

procedimiento se realizé para el medio TALP-HEPES.

Se preparo una pipeta Pasteur modificada, que consiste en ajustar el diametro
de dicha pipeta y los bordes de la misma al tamano del ovocito con las células del

cumulus, con el fin de que al momento de la aspiracion no se dafien.

Antes de transferir los ovocitos al medio de maduracion, se lavaron de dos a
tres veces con el medio TALP-HEPES, hecho lo anterior se transfirieron todos los
ovocitos clasificados con las categorias de A y B. Esta transferencia se llevo a
cabo a las gotas de medio de maduracién TCM-199, las cuales después se

cubrieron con aceite mineral con el objeto de evitar la evaporacion del medio.

Se colocaron 20 ovocitos en cada gota de medio de maduracion,
posteriormente, se colocaron en la estufa con 5 % de CO2, 38 °C y con 90 % de

humedad. Este proceso de maduracién alcanzé una duracién de 24 horas.
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D) EVALUACION DE OVOCITOS.

Ovocitos que permanecen en estado de vesicula germinal.

Estos ovocitos no iniciaron la maduracion, manteniéndose en el mismo
estado en que se obtuvieron. Estos ovocitos se caracterizan por tener un vitelo
gue ocupa casi todo el espacio determinado por la zona pellicida, de tal modo
que la membrana plasmatica parece estar en estrecha proximidad. Su nucleo es
prominente y vesicular. Se considera que en el ovocito no se cumplié la- division

meiotica (dictiotene).

Ovocitos que no completaron la maduracion hasta metafase |\

Estan incluidos los que reiniciaron la meiosis pero que no llegaron a
completar la metafase Il. Se caracterizan por la ausencia de vesicula germinal
asi como el primer cuerpo polar, ademas se observd una muy leve contraccion
del vitelo. Se consideran también a los que se encuentran en estadios

intermedios de la meiosis.

Ovocitos que completaron la maduracion hasta metafase |l.

Se incluyen a los ovocitos que presentan expulsion del primer cuerpo polar

cuya presencia indica que proseguira su maduracién hasta metafase |l de la

meiosis.



E) CRIOPRESERVACION DE OVULOS

1. LA VITRIFICACION DE OVULOS SE REALIZO SIGUIENDO
SIGUIENTES PROCEDIMIENTOS:

- Equilibrio con el Crioprotector

- Enfriamiento e induccion de la congelacion (sembrado)

- {inmersion en N, L

(Almacenamiento en N, L)

- Descongelacion
- Dilucion del Crioprotector

- Estimacion de la Viabilidad

2. CRIOPROTECTORES Y PROCEDIMIENTOS DE ENFRIAMIENTO

A) Crioprotectores

Las substancias que fueron utilizadas como crioprotectores para la

criopreservacion de ovulos bovinos son:

A) Intracelular {permeable) glicerol

B) Extracelular (no permeables) sacarosa

LOS
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Antes de ta congelacidn, los dvulos se equilibraron con el crioprotector. La
adicion del crioprotector fue realizada transfiriendo 1os ovulos en 3 etapas a
diferentes concentraciones del crioprotector (de menor a mayor concentracién).

Se equilibraron por 15 minutos a temperatura ambiente.

Enfriamiento y congelacion

Para este paso se utilizé un equipo de congelacion, que consta de embolo
de metal compuesto por diferentes durezas de acero inoxidable, con una

oradacion en forma vertical donde son depositadas las pajillas y una segunda
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oradacién que se presenta en forma continua partiendo de la base hasta el termino

del eje, también utilizado como mango, El termometro utilizado ha sido adaptado al

anterior émbolo descrito en una oradacion para pajillas, este termémetro es digital

~de rango de los 50 °C a — 50 °C.

La forma de controlar la velocidad del descensc es como sigue: Se cuenta
con un termo de nitrégeno liquido de boca corta, lo que permite ajustar el émbolo
de congelacién a la boca de éste, la frecuencia de cambio en la profundidad que
se le aplique al embolo sobre la boca del termo sera la temperatura que se
obtenga.

Previamente se estandarizd esta técnica para encontrar la frecuencia de cambios
de posicién y tiempo de estabilizacion para congelar los ovocitos por medio de
este sistema.

Para la estabilizacion de & 2C se utilizé un refrigerador convencional, donde

previamente se ajusto a esta temperatura.

Los 6vulos fueron enfriados a una tasa de descenso de 12 a 3 °G/min, desde la
temperatura ambiente hasta la temperatura de induccion de la congelacién. La
induccion de la congelacion (sembrado) se realizd a -72 C, (se realizé por medio

de pinzas enfriadas en N2L).

Después de la induccidn a la congelacién la temperatura se mantuvo por 10

min. Luego los dvulos fueron sumergidos en nitrégeno liquido a —196 °C.



3. OBSERVACIONES SOBRE EL PROCESO DE CONGELACION

A) Estado de desarrollo de los 6vulos

Los 6vulos se clasificaron en dos grupos; en estado de vesicula germinal
y en Metafase Il para dvulos madurados in vitro.

B) Calidad de los dévulos

Los évulos de poca calidad no se congelaron, siendo la uniformidad de sus
estructuras y sus caracteristicas las que incidieron en esta evaluacion,

C) Tiempo empleado hasta la congelacion

Después de recolectar y evaluar los évulos fueron congelados, (ya que el
permanecer en el medic de almacenamiento durante mucho tiempo les

disminuyen su vitalidad después de la descongelacion).
El tiempo establecido para el equilibrio y 1a dilucion fue uniformado

( largos periodos en la solucidn crioprotectora o en la solucién de sacarosa

tienen efectos perjudiciales sobre los évulos),

METODO DE CONGELACION

l}Medio de Congelacién {Solucién Crioprotectora)

10 % Glicerol in M-PBS + 20 % Suero fetal bovino

M-PBS + 20 % C.S. 9 ml {sacarosa 0.25 M)
Glicerol 1 ml

Como el glicerol es un liquido viscoso, la parte pegada a fa punta de la

pipeta se limpid y el interior de la pipeta se lavo aspirando y expsliendo el
medio varias veces.
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Una vez que el glicerol estuvo perfectamente disuelto, se esterilizo utilizando
un filtro de 0.22 micras.

El método de preparacion es mostrado en el anexo No. |

2) Equilibrio

El proceso se realizd iniciando a temperatura ambiente. Temperaturas
demasiado bajas hacen que el ingreso del glicerol en el évulo se retrase. Se

prefirié una temperatura de alrededor de 25 °C.
(Equilibrio Por etapas)

Se Prepar6 3.3, 6.7 y |0 % de Glicerol en placas de petri de 30 mm. Se
transfirieron los 6vulos previamente lavados en medio de almacenamiento (M-
PBS + 20% C.S.) a las soluciones de 3.3, 6.7 y 10 % de Glicerol con intervalos
de 10 minutos entre cada una.

Los dvulos fueron transferidos con la menor cantidad del medio posible por
10 minutos. Una vez que fueron transferidos a la concentracion final de 10% de
Glicerol, se cambiaron una vez mas a una solucion nueva de 10% de Glicerol y
luego se cargaron en la pajilla de 0.25 ml para iniciar la congelacion.

3) Preparacion de la pajilla

¢ Antes de utilizarlas, las pajillas fueron lavadas con agua pura, evitando no mojar
el tope de algoddn, se secaron y esterilizaron con rayos ultravioleta.
(Cargado del évulo en la paijilla)

¢ Para aspirar los 6vulos se adapto una jeringa de tuberculina a la pajilla
(sellado de la pajilla)

e Después de cargado el 6vulo, la pajilla se sello mediante pinzas calentadas en
el fuego.

4) Enfriamiento y Congelacion



Tabla N? 2 Programa de Congelacidn

Tasa de Enfriamiento

Fase
Temperatura - |1-2 C/min. o directamente a la temperatura de
ambiente (25 °C) induccién a la congelacion.

Induccion de la |[Mantenerse a -7 °C por 10 min. *2 a 3 min.
congelacion  -5.3 |Después de llegar a =7 °C se realizd la

°C induccién de la congelacién (sembrado)
Sumergir en N2L Temperatura de inmersion en N2L
de =196 °C

5) Descongelacion

Las pajillas fueron descongeladas en agua a 37 °C. Antes de ponerlas en el

agua se mantuvieron en el aire por 10 segundos para prevenir dafios a la zona
pelucida.

6) Dilucion del Crioprotector {(Por etapas)

e Se preparo 8.7 y 3.3 % de Glicerol, y M-PBS + 20 % C.S (solucién de

almacenamiento) en placas pequenas.

» El contenido de a pajilla descongelada se vacid en una placa pequena. Luego
el évulo fue aspirado y transferido a 6.7 y 3.3 % de Glicerol y finalmente a M-

PBS + 20 % suero fetal bovino, consecutivamente a intervalos de 5 minutos.

Por etapas:

A} 10% de glicerol
B) 6.7% de glicerol durante 5 minutos
C) 3.3 % de glicerol durante 5 minutos

D) medio- PBS durante 10 minutos

(Adicion de sacarosa)
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Se prepard 0.3 M de solucién de sacarosa en M-PBS + 20 % suero fetal bovino.

(El método de preparacion se muestra en el anexo |)
Después &l évulo fue transferido directamente a la solucidén de sacarosa a
37 °C. en una placa pequenha.

Después de 10 min. en la solucion de sacarosa el dvulo sé transfiric a M-PBS +
20 % C.S.

Después de estas diluciones los ovulos se lavaron varias veces en M-PBS

EVALUACION

Evaluacién antes y después de la vitrificacion: los évulos en estado de vesicula
germinal (V@) fueron evaluados por sus integridad de sus investimentas, asi

como la uniformidad de sus organelos.

Evaluacion de 6vulos madurados in vitro después de someterlos a vitrificacion.

Evaluacion de dvulos vitrificados después de madurarlos in vitro.
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VI.- RESULTADOS

Los resullados de la coleccion y la eficiencia en la aspiracion de ovocitos
por ovario se presentan en el tabla 3. De los tres ensayos realizados, en el
primero se utilizaron 15 ovarios, a partir de estos se colectaron por aspiracion
134 ovocitos, observandose una eficiencia de 8.9 ovocitos por ovario, en al
segundo ensayo se utilizaron 17 ovarios de los cuales se obtuvieron 142
ovocitos, con una eficiencia en la aspiracion de 8.3 ovocitos por ovario y en el
tercero donde se utilizaron 19 ovarios, se aspiraron 167 ovocitos mostrando una
eficiencia de 8.7 ovocitos por ovario. Para esta variable se utilizaron un total de
51 ovarios mediante los cuales se obtuvieron 443 ovocitos, promediando una

eficiencia en la aspiracion para los 3 ensayos de 8.6 ovocitos por ovario,

En la eficiencia de la aspiracion entre los fres ensayos, no se encontraron

diferencias donde los valores fluctuarcn entre 8.3 y 8.9 ovocitos por ovario.

TABLA N° 3 Coleccion de ovarios y ovocitos

ENSAYOS OVARIOS OVOCITOS |
ASPIRADOS
1 L 15 | 134/8.9%
2 17 142/8.3%
i 3 19 167/8.7%
| TOTAL 51 443/8.6%




La distribucién de los porcentajes en las categorias de clasificacion de
ovocitos en [os tres ensayos analizados en este estudio se presentan en la
Tabla 4. En el primero se utilizaron 134 ovocitos, para ser clasificados. Se
observo que para las clases A, B, y C, D, correspondieron los valores de 69.5%
y 30.5% respectivamente. Para el segundo ensayo, 142 ovocitos fugron
utilizados clasificandose de la siguiente manera: 585% y 415 %
respectivamente y por Ultimo en el tercero, se utilizaron 167 ovocitos, los cuales,
también de acuerdo con el criterio de clasificacion mostraron los siguientes
valores: 67.6% y 32.4 % respectivamente. Cuando se analizo estadisticamente

no se encontro diferencias significativas (p>0.05) entre los 3 ensayos.
Sin embargo cuando el anélisis estadistico se aplicd a las variahles de grupo A
y B comparados con los del grupo C y D se observd una diferencia altamante.

significativa (p<0.01)**

TABLA N° 4 CLASIFICACION DE OVULOS ASPIRADOS

OBSERVADOS
ENSAYOS | OVOCITOS EN | OVOGITOS EN OVOCITOS
CLASEAYB CLASECYD  |ASPIRADOS
1 | 93/69.5% 41/30.5% | 134
2 83/58.5% 59/41.5% 142
3 113/67.6% 54/32.4% | 167
TOTAL 289/65% 154/34.7% 443
ESPERADOS ' e
ENSAYOS | OVOCITOS EN OVOCITOS EN TOTALES |
CLASEAY B CLASEC Y D
1 87.41 46.58 e A3
2 92.63 | 49.36 142 _
3 10894 1 ss0s | et
FOTAL | 289 154 443
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X2 =4.3422 X229 0.05=599 (p>0.05)

Ho:P1=pP2
Hi :P1=P2
ESPERADO ,
ENSAYOS OVOCITOS EN OVOCITOSEN~ | TOTALES |
| CLASEAYB | CLASECYD |
[ 67 ). 67 134
2 71 71 ) 142
3 835 835 167
TOTAL 2215 2215 443
X2 = 45078 ** X2 2g 0.05 =599
(p< 0.01) X229 0.01=9.21

El efecto de la vitrificacién sobre la sobrevivencia de ovocitos se muestra en
el tabla 5.

Un total de 143 ovocitos se vitrificaron en la etapa de vesicula germinal,
repartidos en tres ensayos como sigue, 46, 41 y 56 ovocitos respectivamente. Asi
mismo se descongelaron y se evaluaran obteniendo los siguientes datos.

Los resultados en la sobrevivencia de ovocitos fueron 28/60.8%, 22/53.6% vy
36/62% para los tres ensayos respectivamente, asi mismo los ovocitos que no
sobrevivieron a la vitrificacion fueron 18/39.2%, 19/46.4% y 20/35.8%

respectivamente.,

Cuando se analizd esladisticamente no se encontrd diferencias

significativas (p>0.05) entre los 3 ensayos. Asi mismo cuando se compararon

los resultados de ovocitos que sobrevivieron con los que no sobrevivieron se

encontrd estadisticamente una diferencia significativa (p<0.05), pero no

significativa cuando ia probabilidad aumento (p>0.01).
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TABLA N° 5

EVALUACION DE OVULOS VITRIFICADOS EN VESICULA

GERMINAL.
OBSERVADO
SOBREVIVIERON NO VITRIFICADOS
ENSAYO SOBREVIVIERON
1 28/60.8% 18/39.2% ' 46
2 22/53.6% 19/46.4% 41
3 36/62% - | 20/35.8% - 56
TOTALES 86/60.1% 57139.8% 143
ESPERADO
SOBREVIVIERON NO
ENSAYO SOBREVIVIERON TOTALES
1 27.66 18.33 46
2 24.65 16.34 a1
3 33.67 22.32 56
TOTALES " B6 57 143
L - . — e S
X2=11301  X22g 0.05=599
p>(0.05)
Ho: P1 = P2
Hi - P1=P2 ESPERADO
ENSAYO SOBREVIVIERON NO TOTALES
SOBREVIVIERON
1 23 23 48
2 20.5 205 41
3 28 R 28 56
TOTALES 715 o 715 143
X2 =6.9646 " X22g 0.05=599 (p>0.05) -

X2 2g 0.01 =9.21

(p<0.01)



El efecto de la maduracidn de ovocitos in vitro es mostrado en la tabla 6.
Esta se lievo a cabo en el medio TCM- 199 mas 10% de suero fetal bovino (SFB),
con una suplementacion de gonadotropinas, por 24 horas. Al término de la
maduracion se clasificaron de la siguiente manera; VG, M-l y M-ll. 28, 22 y 36
ovocitos se sometieron a los procesos de maduracidbn en tres ensayos
respectivamente. Los resultados que se encontraron fueron los siguientes.
Ovocitos que no iniciaron la maduracion VG y aquellos que iniciaron pero no
completaron la maduracion MET-l  Fueron 9/32.1%, 6/27.8% vy 7/19.5%
respectivamente para los tres ensayos.
Para los ovocitos que maduraron hasta MET-Il los resultados fueron 19/67.8%,
16/72.7% y 29/80.5% respectivamente para los tres ensayos. Asi mismo cuando
se analizo estadisticamente las comparaciones entre los tres ensayos no se
encontro diferencias significativas (p>0.05)
Cuando se compararon los resultados de los ovocitos que llegaron a termino de
su maduracion MET-Il con aquellos que no la completaron VG, MET-,

estadisticamente se encontrd una diferencia altamente significativa (p<0.01)**.

TABLA N° 6 EVALUACION DE OVULOS MADURADOS IN VITRO
(VITRIFICADOS)

OBSERVADOS
ENSAYQO NO MADURARON  [MADURADOS OVOCITOS QUE
VG yMI HASTA MET-II INICIARON
1 9/32.2% 19/67 8% 1 28 1
2 6/27.8% 16/72.7% o 22
3 ) 7/19.5% 29780.5% 36
TOTALES 22 64 86
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ESPERADO

ENSAYO NO MADURARON |MADURADOS ~ [TOTALES
VGyMI HASTA MET-II
1 7.16 2083 28
2 5.62 16.37 22
3 ) 9.2 26.7 36 )
TOTALES 22 I Y 86
X2'=214855  X22g 0.05=5.99
(P> 0.05)
Ho:P1=P2
Hi : P1=P2 ESPERADO
ENSAYO NO MADURARON | MADURADOS TOTALES
VGyMI HASTA MET-II
1 14 14 28 o
2 ' 11 11 22
3 18 18 36
TOTALES 43 43 86

X2=21.5612"" X2 2g 0.05=5.99 (P>0.05)

X2 2g 0.01=9.21 (P<0.01)
En la tabla N° 7 se muestran los resultados obtenidos de ovocitos que se
sometieron a maduracion in vitro en estado de VG siendo 47, 42 y 57
respectivamente en los tres ensayos. Ovocitos que no maduraron (VG) o que
iniciaron solo hasta la etapa de MET-l fueron: 8/17%, 6/14% y 7112%
respectivamente. Asi mismo para los ovocitos que alcanzaron la madurez hasta
la etapa de metafase |l fueron; 39/83%, 36/86% y 50/88% respectivamente. Asi
mismo cuando se analizd estadisticamente las comparaciones entre los tres
ensayos no se encontrd diferencias significativas (p>0.05). Sin Embargo cuando
se comparo los ovocitos que maduraron con aquellos que iniciaron pero gue no
llegaron hasta MET-II asi como aquelios que se quedaron en el estado de VG se

encontrd alfas diferencias significativas (p<0.01)™.



Tabla N° 7 EVALUACION DE OVULOS MADURADQS IN VITRO

OBSERVADO
ENSAYO MADURADOS NO MADURARON  |OVOCITOS |
EN MET-II | VG Y META |INICIARON
i 3983% 8117% 47
2 36/86% U 614% | a2 T
3 50/88% 7112% 57
| TOTALES 125 B 21 146 B
ESPERADO L
ENSAYO ~ [MADURADOS [NO MADURARON OVOCITOS
) K - 4023 6.76 AT
2 |88 604 42
| 3 ~ 48.80 8.19 57
TOTALES 125 21 146
X2=04674 X22g 0.05=599
(P>0.05)
Ho : P1=P2
Hi :P1=pP2 ESPERADO
ENSAYO MADURADOS NO OVOCITOS
- B | MADURARON i
b LS 235 a7
- .85 285 o7
| TOTALES 73 e 146~ ]
X2 =74.3136 ** X2 2g 0.05=5.99 (p>0.05)

X2 2g 0.01 = 9.21 (p<0.01)
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El efecto de la vitrificacidon sobre la sobrevivencia de ovocitos se muestra en el

tabla 8. Un total de 125 ovocitos se vitrificaron en la etapa de metafase II,
repartidos en tres ensayos como sigue, 39, 36 y 50 ovocitos respectivamente. Asi

mismo se descongelaron y se evaluaron obteniendo los siguientes datos.



Los resultados en la sobrevivencia de ovocitos fueron 30/77%, 27/75% vy
39/78% para los tres ensayos respectivamente, asi mismo los ovocitos que no
sobrevivieron a la vitrificacion fueron 9/23%, 9/25% y 11/22% respectivamente.
Cuando se analizd estadisticamente no se encontrd diferencias significativas
(p>0.05) entre los 3 ensayos. Sin embargo la sobrevivencia de ovocitos
después de ser madurados in vitro se vio afectada cuando se compararon los
resultados con aquellos que no sobrevivieron encontrandose estadisticamente

una alta diferencia significativa entre estos dos grupos (p<0.01)**,

TABLA N° 8 SOBREVIVENCIA DE OVULOS VITRIFICADOS EN METAFASE-II

OBSERVADO
ENSAYO SOBREVIVIERON TTNO ovocitos |
L - | SOBREVIVIERON VITRIFICADOS
K ) 0M7% | 9/23% 39
2 27175% 9/25% I
3 39/78% 11722% ) 50
[TOTALES | 96 29 a5
ESPERADO
ENSAYO SOBREVIVIERON NO TOTALES
SOBREVIVIERON
1 29.95 - 904 39
2 2765 B 835 36 B
3 77 38.40 0 11.6 50
TOTALES 96 29 125
X2 =0.1056 X22g 0.05=5.99
{p>0.05)
Ho:P1=p2
Hi :P1=P2 ESPERADO
[ENSAYO SOBREVIVIERON NO ~|[TOTALES
SOBREVIVIERON |
1 19.5 195 39
2 18 18 36
a0 25 25 50
[ TOTALES | 65.5 65.5 125
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X2 = 35.9877 ** X2 2g 0.05=599 (p>0.05)
X229 0.01=9.21 (p<0.01)

Los resultados de |a comparaéién de los dos sistemas presentados en
este trabajo se encuentran descritos en la tabla 9. Un total de 289 ovocilos se
sometieron a los procesos de maduracion in vitro y vitrificacion, repartidos en 2
sistemas, para el primero se destinaron 143 ovocitos que se vitrificaron y
maduraron in vitro distribuidos en tres ensayos, asi mismo para el segundo
sistema, ovocitos se maduraron y posteriormente se vitrificaron un total de 146
ovocitos distribuidos en tres ensayos. Los porcentajes de sobrevivencia para el
primer sistema fueron 41.3%, 39% vy 51.7% respectivamente. Para el segundo
sistema los porcentajes de sobrevivencia se comportaron de la siguiente
manera 63.8%, 64.3% y 68.4% respectivamente. Cuande se comparo
estadisticamente los dos sistemas, se encontré una diferencia significativa de
(p<0.05) con un 95% de confiabilidad, por lo que se rechazo la Ho y se concluye
que la proporcion de sobrevivencia es diferente empleando distintos sistemas,

siendo favorable para los oOvulos que fueron madurados y posteriormente

vitrificados.

TABLA N° 9 COMPARACION DE OVULOS EN VESICULA GERMINAL Y
METAFASE-! QUE SOBREVIVIERON A LA VITRIFICACION ANTES Y
DESPUES DE LA MADURACION IN VITRO

ENSAYO SOBREVIVENCIA DE [SOBREVIVENCIA DE  |TOTALES
OVULOS AOVULOS DEL
VITRIFICADOS Y |MADURADOS ESTUDIO
MADURADOS Y VITRIFICADOS

K T19/46 41.3% 30/47 63.8% ETY
- e . N S

2 16/41  39.0% 27142 64.3% 43

3 1" 29156 51.7% 39/57 68.4% N Y

TOTALES 64/143 x=44.7% 96/146 x = 65.75% 160/28 55%

S0



Ho: P1=p2

Hi - Pt =p2 ESPERADO
ENSAYO SOBREVIVENCIA  DE SOBREVIVENCIA TOTALES
OVULOS DE OVULOS DEL
VITRIFICADOS Y |MADURADOS Y ESTUDIO
MADURADOS VITRIFICADOS
- i 245 | 245 A
2 215 215 43
3~ T T A g
TOTALES | 800 | 800 160

X2 = 6.7539

X229 0.05=599 (p>0.05)
X229 0.01=9.21 (p<0.01)
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En la figura 1 se muestra un ovocito de bovino madurado in vitro rodeado por células
de la granulosa que se muestran descompactadas, ya que en los espacios entre
estas se nota su separacion, ademas, aparece la membrana plasmatica intacta
asi como un color homogéneo de las células que la recubren. Las células de la
granulosa forman una roseta sefialando que ha completado su maduracién hasta la

metafase Il el ovocito.

CE cétutas en Expansion : MPMe-mbrana Plasmatica
et CCCé[ulas Compactadas '

Fotografia tomada con una amplificacion de 100X en un equipo Wild M-12 con ca-
mara de video hitachi MKP-51 color y digitalizado con el programa ComputerEyes/
1024 ver. 1.01feb./95
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En la figura 2 se muestra un ovocito de Bovino madurado in vitro rodeado por celulas
de la corona radiada, asi mismo el ovocito se vifrificé en el el estado de vesicula
germinal por lo que muestra una respuesta retardada en la expansion del ocplasmael
Espacio Perivitelino esta agrandado por laintegracion del agua.

P zona P_el&_cida o MPMembran'a_:Pla_sndét_ica"

Fotografia tomada con una amplificacion de 100X en un equipo Wild M-12 con ca-
mara de video hitachi MKP-51 color y digitalizado con el programa ComputerEyes/
1024 ver. 1,01 feb /25
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En la figura 3. Se muestra un ovocito de bovino vitrificado que previamente a sido
madurado in vitro, presentando una granulacién citoplasmatica homogenea y una
unién entre la membrana plasmatica y la zona pelicida, por lo que su expansion
retorna a sus limites normales.

EP &spacio Perivitefino R U /P Zona'Pel‘ucida“

- CGecitoplasma:Granuloso

Fotografia tomada con una amplificacién de 100X en un equipo Wild M-12 con ca-
mara de video hitachi MKP-51 color y digitalizado con el programa ComputerEyes/
1024 ver. 1.01 feb./95
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En la figura 4 se muestra un ovocito madurado in vitro y vitrificado, éste no sobre-
vivid puesto que se ve el efecto de vesiculacion perivitelina de granulacion en este
espacio de la perifieria del ooplasma, desuniformidad del mismo en cuanto a su
granulacion, ademas presenta una disrupcion de la membrana plasmatica.

VP

EEP Expansion del Espacio Perivitelino VA Vesiculas de Agua

DMP Disrupcion de la Membrana Plasmatica VP Vesicu_la Periférica

Fotografia tomada con una amplificacién de 100X en un equipo Wild M-12 con ca-
mara de video hitachi MKP-51 color y digitalizado con el programa ComputerEyes/
1024 ver. 1.01 feb./95
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En la figura & muestra un ovocito en estado de vesicula germinal y vitrificado; se
observa una buena granulacion del ooplasma, sin embargo presenta fallas en la
expansion del espacio Perivitelino, al centro se observa una formacion de vesiculas de
agua en forma de roseta. La zona PeltGcida presenta una fractura

procducto del ascenso brusco de temperatura.

R
4

, i
ZP Zona Pellicida : ' EP Espacio lPeri‘viteIino

FZP Fractura de Zona pelucida 7 | VA Vesiculas de Agua
CG Citoplasma Granulosa - | ' |

Fotografia tomada con una amplificacién de 400X en un equipo Wild M-12 con ca-
mara de video hitachi MKP-51 color y digitalizado con el programa ComputerEyes/
1024 ver. 1.01 feb./95
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En fa figura 6 se muestra un ovocito vitrificado en estado de vesicula germinal y

sometido al proceso de maduracién in vitro el cual, presenta fallas en la.organizacién
de la membrana plasmatica asi como una desorganizacion de la Zona Pellcida
(Problemas de expansion Post Vitrificacidn)este ovocito no completd su maduracion
hasta la Etapa de Metafasell.

ZP zona Pe!ucfdé.

DEP Desorga nizacion de 'E'spac';io Perivitelino

ZPA Zona Peltcida Alargada

V A Vesiculas de Agua DMP Disrupcion de la I_N_Iembra.na Plasmatlsa

Fotografia tomada con una amplificacion de 400X en un equipo Wild M-12 con ca-
mara de video hitachi MKP-51 color y digitalizado con e! programa ComputerEyes/
1024 ver. 1.01eb./95
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En la figura 7 Se muestra un ovocito madurado in vitro, vitrificado y descongelado.
Este presenta irregularidades en diferentes zonas; en la expansién del oopias-
ma espacio perivitelino alargado. formacién de vesiculas de agua y desorganiza-
cion de la membrana plasmatica, e invaginacion de ésta dentro del Espacio Perivi-
telino.

ZP zona Pellcida MP Membrana Plasmética
_ ZPA Zona Pelicida Atargada " - VA Vesiculas de Agua

CG Citoplasma Granuloso

Fotografia tomada con una amplificacién de 400X en un equipo Wild M-12 con ca-
mara de video hitachi MKP-51 color y digitalizado con el programa ComputerEyes/
1024 ver. 1.01feb./95
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En la figura 8 se muestra una amplificacién de un ovocitc de la figura anterior

ésta amplificacion muestra el dafio al cual es sometido el ovulo a procesos de
compactacion y expansion. Las esctructuras que mas dafos presentan son; cam-
bios en la uniformidad en el citoplasma granuloso, la discontinuidad de fa membra-
na plasmatica, desuniformidad del espacio perivitelino, y cambios en los espacios
que ocupan cada uno de los organelos citoplasmaticos, asi como la desuniformi-

dadldelazona pellcida.

DCG Disrupcion del Citoplasma Granuloso - VA Vesiculas de Agua |

VL Vesicula Litica IMP Invagmacnon de la Membrana Plasmatica
EEP Elongacion del Espacio Penwtehno |

Fotografia tomada con una amplificacién de 600X en un equipo Wild M-12 con ca-
mara de video hitachi MKP-51 color y digitalizado con el programa Computerkyes/
1024 ver.1.01 feb./85
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En la figura 9 se muestra un ovocito madurado in vitro, vitrificado y evaluado al
descongelamiento. Este presenta un ooplasma homogeneo granulado y continuo,
una unién firme entre la membrana. Plasmatica y la Zona Pellcida, ésta Ultima

presenta una continuidad en su estructura y uniformidad alrededor del ovocito.

CG Citoplasma G.ranuloso | EP Es écio F?erivitelirllo-
p ) &
ZP ~ Zona Pelucida : ' MP Membrana Plasmatica

Fotografia tomada con una amplificacién de 600X en un equipo Wild M-12 con cé-
mara de video hitachi MKP-51 color y digitalizado con el programa ComputerEyes/
1024 ver. 1.01 feb./95



6l

FIGURA 10. CURVA DE DESCENSO DE TEMPERATURA.,
En esta grafica se muestra el descenso de temperatura para induccion del
proceso de vitrificacion, el cual permite estabilizar los compartimentos que

existen internamente entre las membranas y la zona pelucida en el ovocito.

Para el gje de las Y la variable es la temperatura medida en grados

centigrados y par el eje de las X es el tiempo medido en minutos.

52C 15-30 min.

-194 °C




VI I.- DISCUSION

Los resultados en la coleccion y la eficiencia en la aspiracion son descritos
en la tabla 3. de la siguiente manera: de 51 ovarios colectados en tres ensayos
se aspiraron un total de 443 ovocitos observandose una eficiencia en la
aspiracion promedio de 8.7 ovocitos por ovario.

Si se comparan estos resultados con otros autores los cuales utilizaron
técnicas de aspiracion similares a las de este trabajo como es el mencionado por
(Otoi.,1993), donde se obtiene una “eficiencia” en la aspiracién de 5 a 10 ovocitos
por ovario; Fry, (1996) obtuvo por el mismo métedo un promedio de aspiracion de
8.1 ovocitos por ovario.

Al comparar los resultados de este trabajo se muestran ligeramente por
arriba del promedio de aspiracién obtenido ;‘i'or los autores citados anteriormente.
Lo que lleva a reflexionar lo siguiente; en que parte de la técnica se esta
trabajando eficientemente, esto puede ser debido al tipo de material que se este
usando jeringas de 3y 5 miy égujas menores al numero 21 © a la propia
capacitacién del técnico, ya que este requiere una buena habilidad para aspirar
eficientemente (aspirando gran cantidad de ovocitos en las mejores condiciones
posibles). Los medios mas cominmente utilizados en la aspiracidn de ovocitos
son: TALP-HEPES, PBS, y TCM-199, entre otros.

Se han realizado diversos estudios con el fin de determinar si el diametro del
foliculo influye sobre la viabilidad para la MIV de ovocitos de bovino. Cuando se
han utilizado foliculos de 0.5 a 2 mm. de didmetro para ser aspirados, se ha
observado que estos ovocitos no tienen la capacidad de entrar en el proceso de
desarrollo (reiniciacidon de la maduracién nuclear), ya que presentan una
incompetencia meidtica y se encuentran en un estado de atresia por lo cual
dificiimente sobrepasan las primeras fases embrionarias {(Gordon and Lu.,1990).
A la vez, al ser sometidos al proceso de MIV, no presentan ningun indicio de
reanudacién meidtica, ya que se observa una falta de homogeneidad del

ooplasma, ademas de no poseer un verdadero espacio perivitelino visible al entrar
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en el sistema de maduracion, comparado con foliculos mayores a 2 mm. donde

este espacio si es plenamente desarrollado {Gordon and Lu.,1930).

Se han aspirado foliculos que van desde los 2 a 8 mm. de diametro, en
este grupo la gran mayoria de investigadores coinciden en gue estos foliculos
proporcionan ovocitos que reunen las caracteristicas siguientes; la poblacién
tiende ha ser muy homogénea, ya que parte de un estado de madurez nuclear
igual o muy similar siendo este el estado de dictiotene de la primera meiosis, por
lo cual es llamado estado de vesicula germinal GV al presentar en la parte central
del coplasma una zona clara, un espacio perivitelino muy estrecho, una zona
pelicida gruesa, una corona radiada compactada a las celulas del cumulus. Los
resultados de maduracion de ovocitos provenientes de este grupo de foliculos son
los mas altos ya que se encuentran citados de un 80 a 90% de desarrolio en

maduracién (Fry, et al., 1896).

Cuando se han utilizado folicuios mayores a 8 mm. de diametro, se ha
encontrado que los grupos de ovocitos son poco homogéneos, ya que estos se
encuentran en diferentes fases de maduracidn al iniciarlos en el sistema in vitro
que esta comprendido entre 20 a 28 horas de cultivo, por lo cual los pericdos
intermedios del estado de GV a Ml son dificiles de determinar, al igual que las
horas necesarias para que cada ovocito obtenga su estado de madurez, cosa
gue no es nada practico en un sistema in vitro, ya que se estaria manipulando

continuamente los ovocitos.

Se ha observado que el estadio del ciclo estrual no tiene ningun efecto
sobre los ovocitos madurados in vitro cuando provienen de foliculos que van de
2 a 8 mm. de diametro, los cuales son colectados por aspiracién, ademas, se ha
encontrado una correlacion del tamano de los foliculos con el diametro del
ovulo, ya que ovocitos con 120 micras de diametrc © mas son los buenos

prospectos para madurar y soportar un desarrollo completo.(Otoi et, al.1997)

Los resultados de la tabla 4, de acuerdo al sistema de clasificacidn

propuesto en este trabajo para ovocitos aspirados basados en las clases A, B y
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C, D, muestra que se obtuvo en total 443 ovocitos repartidos 289 y 154
respectivamente para cada grupo.

Cuando se compararon los resultados con otros autores se encontré una
variacion muy importante en la calidad de los ovocitos recuperados con sus
investimentas completas y compactas como lo reporta (Fry, et al., 1996). Donde
hace mencién a la presion de la aspiracion del liquido folicular de 55 mmHg,
siendo satisfactorio para la recuperacion de ovocitos en las clases A y B,
mientras que elevando la presion a 100 y 200 aumenta dramaticamente la clase
D, donde los ovocitos se encuentran desnudos, por lo que los indices de

maduracién y desarrollo para esta clase son pobres.

Los criterios que han establecido una buena obtencién del complejo
clmulus ovocito COCs incluyen una serie de células del cumulus completa y
compacta, un ooplasma homogéneo y finamente granulado y un ovocito que mida
por lo menos 120u de diametro. (Fry.,1997).

En cuanto a los ovocitos deformes, estos se encuentran en degeneracion, o
estados de atresia avanzados, los ovocitos averiados normalmente se encuentran
cuando la aspiracion ha sido violenta, a la vez cuando el técnico llega a averiar
con el bisel de la punta al no estar bien redondeada la pipeta Pasteur modificada
(comunmente utilizada). Cuando el ooplasma del ovocito presenta zonas con
manchas obscuras, se ha relacionado con fallas en su desarrollo o estados de
atresia o necrosis (Loos et, al.,1989).

Otras caracteristicas son exclusivas para los procesos de degeneracion
como son la expansion en una inadecuada forma de las investimentas del
cumulus. Esto puede ser facilmente distinguible por la expansién durante la
maduracién, porque las células del cumulus son expandidas en una forma

radiada y ordenada, las areas libres de organelos tambiéen caracteriza a la
degeneracion.

Cuando los ovocitos son bien clasificados “clase A" (ooplasma granulado,

homogéneo en su tonalidad, espacio perivitelino compacto, células del cimulus

64



bien compactas, minimo 3 capas) provee un desarrolioc aceptable en su
maduracién (Loos et, al.,1989).

La vitrificacién de ovocitos en estado de vesicula germinal se muestran en
la tabla 5 donde se trabajaron un total de 143 ovocitos de los cuales
sobrevivieron 28/60%, 22/53% vy 36/64% para los fres ensayos,
respectivamente, promediando  un 60% de sobrevivencia. Cuando se
compararon estos resultados con los obtenidos por Barnes, {1997} quien obtuvo
una sobrevivencia de 142/210, promediando un 67% de ovocitos vitrificados en
estado de vesicula germinal se ve que existe una relacidén en el uso de esta
etapa de maduracion nuclear donde se obtiene una sobrevivencia aceptable.
Asi mismo Younis et, al.,(1997) obtuvo una sobrevivencia de 70 % basados en
juicios de morfologia, ademas reporta un retraso severo en el desarrollo de
estos ovocitos. Kuchenmeister, (1997) reportd la vitrificaciéon de ovocitos en
estado de vesicula, y la sobrevivencia que obtuvo fue de 37/88, con un 42 %

de ovocitos que iniciaron su desarrollo.

Las comparaciones nos permiten afirmar y concluir que las diferencias
entre los porcentajes de sobrevivencia, para esta parte del trabajo, son
relativamente superiores a las encontradas por kuchenmeister, (1997) vy
ligeramente inferiores por los trabajos de Barnes, (1997) y Younis et, al.,(1997).
Las diferencias podrian estar en el uso de crioprotectores diferentés, tales
como; el Etilen glicol 0 mezclas con glicerol en diferentes proporciones, el uso
de TCM-199 como medio de soporte y PBS, |la adhesién de Citokalacina B (Cyt-
B). Los tiempos y las temperaturas de equilibrio y descenso son importantes, ya
gue permiten establecer uniformidad en la organizacién subcelular, en los

puntos criticos de cambiocs de estado.

Los resultados obtenidos en la maduracion de ovocitos in vitro son
observados en el tabla 6, donde la maduracidon de ovocitos in vifro, después de
haber sobrevivido a la vitrificacion fueron suplementados con gonadotropinas y
suerc en TCM-199 y a la vez clasificados en las clases GV, MI, Mll; para los

ovocitos que completaron su maduracion se obtuvieron los siguientes
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resultados: 67%, 72.7% y 80.5%, respectivamente para cada una de las clase,
promediando un 74.4%. Al comparar estos resultados con los reportados por
Barnes, (1997} quien obtuvo, después de la maduracion de ovocitos que
sobrevivieron a la vitrificacion, 119/185 un 64.3% de sobrevivencia. De la misma
manera Younis, et, al.(1997) reporta de 72/88 82% de ovocitos que maduraron
hasta metafase il. Encontramos que las diferencias siguen manifestandose en
proporciones similares a las de la sobrevivencia de los ovocitos cuando se
vitrificaron, por otra parte los medios de maduracion, asi como las técnicas de
juicio son las mismas reportadas por los autores antes mencionados. Lo que
nos indica que hay una correlacion entre el dafio que es causado por el

congelamiento y el estado de desarrollo del ovocito en las clasificaciones Ay B

al inicio del programa.

La maduracién in vifro de ovocitos, partiendo del estado de vesicula
germinal, se muestran los resultados en la tabla 7, ovocitos clasificados después
de ser aspirados de los foliculos en las categorias A y B, las cuales pretenden
obtener un gran nimero de células de la granulosa que acomparien al ovocito en
su desarrollo y maduracidn, tanto citoplasmatica como nuclear, cuando estos se
sometieron al sistema de maduracion con gonadotropinas (FSH, LH), suero fetal
bovinc y en un medio de base rico en nutrientes conteniendo los 20 aminodcidos
escenciales, con el suministro de antibidticos. Los resuitados de ovocitos que
maduraron hasta MET-Il fueron: 83%, 86% 88%, respectivamente para los tres
ensayos. Cuando comparamos estos resultados con los obtenidos bajo similares
sistemas de maduracién in vitro encontramos que Otoi et.al, {1997) obtuvo en el
estudio de correlacion al diametro de ovocito con la maduracién hasta MET-I
desde 110 a 130 micras un 47% a un 100%, Hochi et, al., (1997) reporta un
80.3% de ovocitos que completaron su maduracion hasta MET-ll. K.S et, al.
(1996) encontré un 88% de ovocitos madurados en las misma etapa de desarrollo
nuclear. Por lo que al hacer una comparacion se deduce que los resultados

obtenidos para esta parte del sistema son satisfactorios y se encuentran
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aceptables para el desarrollo de técnicas para fertilizacion in vitro o clonacion de

nucleos en base a la maduracion de ovocitos in vitro.

En la tabla 8 se reporta los datos obtenidos en la vitrificacion de los dvulos
previamente madurados /in vitro y se encontrd que la sobrevivencia fue de 77%,
75% y 78%, respectivamente para los tres ensayos, con un promedio de los tres
de X = 76.6%. IM K.S et, al.,(1997) reporta para esta variable un 77% de
sobrevivencia de ovocitos que sobrevivieron post maduracion, cabe mencionar
gue el crioprotector que utilizd fue el 1,2 propanidol. Cuando comparamos los
resultados con los anteriormente reportados encontramos que los porcentaje de
sobrevivencia son similares.

La comparacién de los dos sistemas,; el primero donde los ovocitos son
vitrificados en VG y madurados in vitro, el segundo donde los ovocitos son
madurados in vitro hasta MET-Hl y posteriormente son vitrificados se muestran en
la tabla 9.

Los porcentajes de sobrevivencia para el primer sistema fueron 41.3%,
39% y 51.7% respectivamente. Para el segundo sistema los porcentajes de
sobrevivencia se comportaron de la siguiente manera 63.8%, 64.3% y 68.4%,
respectivamente. La comparacion de ambos sistemas es importante, puesto
que el interés es el de determinar cual de los dos sistemas es mas adecuado,
por el cual se obtienen mas ovocitos que sobreviven y continian su desarrollo
celular y se liberan del arresto meidtico nuclear . En un ovocito en estado de
vesicula germinal, su estado nuclear se encuentra en un arresto meiotico
{dictiotene profase ), por lo que la actividad de sintesis es muy baja y el dano es
menor. El tamafio promedio para un ovocito de bovino en esta etapa es de 25 a
35 micras, por lo cual la cantidad de agua es menor y se esperaria que
sobreviviera con mayor facilidad comparado con uno de tamafio doble. Sin
embargo, la sobrevivencia es inferior a los dvulos de mayor tamano
relacicnados con estados de MET-l y MET-Il. Los estudios de Schmidt et al.,
(1995) donde analiza el dafio por congelamiento a nivel ultraestructural de

ovocitos de bovino madurados in vitro, muestra una gran formacion vesicular y
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el desplazamiento hacia la zona periférica del ooplasma, ademas encontré una
desorganizacion de organelos citoplasmaticos e inclusién de vesiculas en
mitocondrias. De la misma manera, Otoi et al., (1992) en un estudio similar al
anterior, encuentran que las técnicas de congelamiento pueden causar cambios
finos estructurales finos en el ooplasma, como un aclaramiento de este y una
textura irregular, asi mismo de un rompimiento de la zona pellcida, un
incremento en la incidencia de poliploidia, desorganizacion de la membrana
plasmatica y algo muy importante es el dano a microtubulos en el ovocito. Se
sabe que estos organelos son responsables, entre otras cosas, de la
organizacion de dirigir el apareamiento de los cromosomas y en la
segmentacion del cigoto, por lo que el dafio a este organelo es relevante en la

sobrevivencia y el continuar su desarrollo hasta la maduracion.
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Xlil.- CONCLUSIONES

1.- Conforme a la metodclogia utilizada en este estudio, se concluye que esta
técnica puede ser replicada si se utilizan las mismas condiciones de trabajo,

para obtener dvulos madurados vy vitrificados in vitro.

2.- Se logré la sobrevivencia de ovocitos vitrificados en estado de vesicula

germinal y madurados in vitro con un 44.7% de sobrevivencia.

3.- Se logro la maduracion in vitro de dvulos hasta metafase Il y se logré la

vitrificacion alcanzando una sobrevivencia del 85.7%

3.- Una adecuada clasificacion morfolégica, previa a la maduracion, repercute

directamente en el éxito de la obtencidn de altos porcentajes de maduracion.
4.- De los dos sistemas propuestos de vitrificacién, el sistema de maduracion

in vitro y vitrificacidn obtuvo el mejor indice de sobrevivencia.
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ANEXO 1.- METODO PARA PREPARAR LOS MEDIOS Y BASES
PARA LA MADURACION DE OVULOS IN VITRO

TALP-HEPES stock

Ingredientes en gramos: 500 ml
NaCl 3.33
K Cl 1193
NaHCO3 .0840
NaH2PO4H20 00280
Na lactato 930 pl
CaCl2 2H20 1495
MgCl2- CH20 .05
Rojo fenol .050
Hepes 1.1915

MEDIO DE MADURACION stock

Ingredientes en gramos: 250 ml
TCM-199 2.49753
NaHCO3 0.5550
Agua 250 mi

desionizada
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PIRUVATO stock

Ingredientes:

Piruvato de sodio 0.0220 g.
Agua desionizada 10 ml
Nota: no usarlo

mas de 1 semana

ANTIBIOTICO sTock

Penicilina y estreptomicina stock.

ingredientes:

Penicilina G sodica .6017 g.
Sulfato de estreptomicina 19
Agua desionizada

esterilizada al .9% de 100 ml
NaCl

Se recomienda 100 ul/ml
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SULFATO DE GENTAMICINA stock

Ingredientes:

Sulfato de gentamicina , 0.100 g
Agua desionizada

esterilizada al .9% de 10 ml
NaCl

Adicionar 10 ul/10 mi

GONADOTROPINA sTOCK

Ingredientes:

FSH (Schering 50 mg
contaminada con LH)

Agua desionizada 5 ml
esterilizada al .9%

de NaCl 5 ug/mi
Hacer alicuotas de 5

ul en tubos y

congelarlos,

concentraciones de

trabajo

17 BETA ESTRADIOL sTOoCK

Ingredientes:

Estradiol 5 mg
Etanol 5 ml
Hacer alicuotas de un

ml y congelar



SUERO DE VACA EN ESTRO (SVE) stock 500 ml

Se inactiva a 56°C en bafo Maria y se hacen alicuotas de 10, 20 y 50 ml las

cuales se almacenan en el congelador.

MEDIO DE MADURACION DE OVOCITOS.

Medio de maduracidn 8 ml
stock 2 ml
Suero fetal bovino 100 ul
(SFB) 10 ul
Piruvato stock 1 alicuota

Gentamicina stock
FSH stock

Ajustar el pH a 7.1 ya que este llegara a 7.4 al ser fertilizado con .22 micras

después adicionar.

Estrégenos stock 10 ul por alicuota

MEDIO TALP-HEPES

TL-HEPES 500 mi
stock 159
Suero albumina 5000 ul
bovina 250 ui
Piruvato stock

Sulfato de

gentamicina

stock
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Ajustar el pH a 7.5 y filtrar con .22 micras a la osmolaridad de 255 a 270
miliosmoles.

MEDIO TCM-199

TCM-199 stock 250 mi
Suero fetal Bovino 50 mi
(SFB) 100 ul
Gentamicina stock 2500 ul

Piruvato stock

Ajustar el pH 7.1 y filtrar con microporo del .22 micras.

ANEXO |l METODO DE PREPARACION DE LOS MEDIOS DE
CONGELACION

1. SOLUCION DE ALMACENAMIENTO PARA GLICEROL AL 10 %

Medir 70 ml de M-PBS (GIBCO) en una probeta de 100 ml. Luego se adicicna
10 ml. de glicerol y se mezclan completamente.

8 ml de esta solucidon son puestos en tubos de ensayo y se almacenan en el
congelador.

Para utilizarlos, se descongela esta solucidn y se adiciona 10 ml. de solucién de
antibiéticos (contiene PC. 1,000 I.U. + S.M. 1 mg) y 2 ml de suero de ternero
{C.S). Finalmente la concentracion del glicerol llega a ser del 10 %.

Esterilizar la solucion previamente mezclada con un filtro de 0.22 micras.

2. SOLUCIONES DE GLICEROL PARA EL EQUILIBRIO Y LA DILUCION POR ETAPAS,
*Solucion de Glicerol al 10%(como anteriormente se expuso)

*M-PBS = 20% C.S. (Solucion de aimacenamiento, se le adiciona 10ml de solucidn
de antibidticos).
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Las 2 soluciones se mezclan de la siguiente manera: B
1 3.3% 6.7% 10%

10% Glicerol 1 1.5 3.0 55 ml

M-PBS + C.S. 1 3.0 1.5 5

Estas soluciones de diferente concentracion son esterilizadas por filtraciéon y
divididas en 2 placas pequenas respectivamente.

Dilucién por etapas con la adicion de sacarosa. La manera de preparar las

soluciones es la siguiente:

3.3% Gili. 6.7% Gli. Sac.
10% Glicerol 4.5 ml 9 ml -
M-PBS + C.S 6 ml 1.5 ml 10.5 ml
1 M Sacarosa 4.5 ml 4.5 ml 4.5 ml

“Solucion de almacenamiento de Sacarosa al 10 % (Una Etapa en la Pajilla).

Poner 10 g de sacarosa en una probeta de 100 ml y adicionar 60 a 70 ml de M-
PBS. Una vez que la sacarosa este totalmente disuelta se aumentara M-PBS
hasta llegar a los 80 ml.

Una vez completamente mezclado, 4 ml de la solucion se coloca en tubds de
ensayo y se almacena en congelacion.

Para utilizarlo se descongela la solucion y se adiciona 5 ml de solucion de
antibiodticos (Pc. 500 U.I. + Sm. 0.5 mg) y 1 ml de C.S. Finalmente la

concentracion de sacarosa llega a ser el 10 %. Se esteriliza la solucién con un

filtro de 0.22 micras.



