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RESUMEN.

RUIZ JIMENEZ PERLA CITLALLIN. Obtencién y Maduracién in vitro de
ovocitos de perra (Bajo la direccion de MVZ.DMV, Javier Valencia Méndez;
MVZ.PhD. Rosa Maria Péramo Ramirez; MVZ.MenC. Demetrio Ambriz
Garcfa, MVZMSe. Salvador Romo Garcia y MVZ. Carlos F. Esquivel
Lacroix).

E] presente estudio tuvo como objetivo el desarrollar las técnicas de
obtencién y maduracién de ovocitos de la perra doméstica (Canis familiaris)
como parte de la técnica de fertilizacidn in vitro (FIV). La implementacion de
la FIV utilizando a Ja perra como modelo de investigacion permitird
transpolar y aplicar estas técnicas a otros canidos silvestres en peligro de
extincion, como el lobo mexicano (Canis lupus bailegy). Se obtuvieron los
ovarios de perras recién sacrificadas en los Centros de Control Canino
dependientes del Departamento del Distrito Federal. Los ovarios fueron
transportados. al laboratorio en solucién salina fisiologica a 37°C. En la
primera fase del experimento se compararon tres técnicas de obtencién de
ovocitos: aspiracion de foliculos, diseccidn y aspiracion mas diseccién, Las
perras se clasificaron en dos grupos segin su edad: prepuberes (n=30) y
adultas (n=30). A su vez cada grupo se subdividid de acuerdo a su talla en
grandes (n=15) y pequeflas (n=15). Por lo mismo, e! nimero de ovarios por
grupo fué de 60. Con la técnica de diseccion se obtuvieron 614 ovaocitos
competentes a partir de 60 ovarios, con un promedio de 10.22/ovario. La
técnica de aspiracion sélo pudo ser efectuada en 6/60 ovarios, recuperandose
tan sélo 2 ovocitos. Con la técnica de aspiracién mds diseccion el nimero de
ovocitos obtenidos fué bajo, de 6/60 ovarios se obtuvieron 44 ovocitos. Se
pudo comprobar que la técnica de diseccidn de ovarios es la mas eficaz para
recuperar ovocitos ya que de 60 ovarios se obtuvieron 614 ovocitos
competentes. Las perras adultas, tanto de talla pequefia como grande
produjeron mas ovocitos que las prepiberes (481 vs 133). Existiendo
diferencia significativa (P<0.05) entre los subgrupos de animales prepuberes
grandes y adultas pequefias y grandes. Para la maduracion se cultivaron 394
ovocitos obtenidos por diseccion, los cuales fueron cultivados en TCM-199
(Sales de Hank's) adicionado de L-glutamina, piruvato de sodio (25 mM),
lactato de sodio (4.79 mM), gentamicina (50 ug/ml), estradiol (20 ug/ml), y



10% de suero de perra en celo. Los ovocitos se mantuvieron en cultivo en
microgotas, a una temperatura de 37°C en una mezcla de aire mis 5% de
CO3 durante 96 horas. Para la evaluacion de la maduracion, 338 ovocitos se
tifleron con acetorceina, de los cuales sélo 321 pudieron ser evaluados. De
éstos, 221 ovocitos (68.8%) presentaban vesicula germinal y 100 (31.1%)
estaban en prometafase. Se concluye que la técnica de diseccion es la mds
eficaz para la obtencion de ovocitos de perra. Asi mismo, con la técnica
utilizada solo se pudo alcanzar una maduracién parcial de los ovocitos.



1. INTRODUCCION.

En los ultimos afios, el campo de la reproduccion animal ha sido objeto de
numerosas 'investigaciones encaminadas al perfeccionamiento de técnicas
tales como la fertilizacién in vitro (FIV), misma que es base prometedora
para el mejoramiento genético de las especies productivas (43,92,105) y la
preservacion de especies en peligro de extincion (102).

A través de la FIV ha sido posible lograr el nacimiento de individuos viables
en humanos (78,87), rumiantes domésticos (7,9,22,23,37,53,59), equinos
(24), porcinos (3,9,15,99), felinos (41,56), animales silvestres
(8,26,27,28,36,38,42,67,88) y de laboratorio (14,51,60,62,79,81,83); sin
embargo, atin no se ha tenido éxito con los canidos (34,63,64).

Lo anterior quizas se deba a que el interés por la reproduccion de la perra se
ha dirigido mas hacia ¢l control de natalidad. Otra razén podria ser la
dificultad para conseguir el material biolégico requerido para los estudios
(4,32). Por ofra parte la investigacion de la FIV en los canidos también puede
ser utilizada para desarrollar técnicas de control de la reproduccién.

Aunque el mejoramiento y manipulacion genética de las razas constituyen

puntos importantes en el manejo zootécnico de los canidos, no representan el

unico factor que incentive a una mayor investigacién sobre FIV. De hecho, la

importancia de profundizar en el desarrollo de técnicas vanguardistas en la’
reproduccién canina, se fundamenta en la obtencién de herramientas utiles

para desarrollar programas encaminados a la preservacion de especies afines

en peligro de extincién; ejemplo de ello, el Lobo Mexicano (Canis lupus

bailegy) (85).

Dado que la FIV implica procedimientos muy delicados y complejos, se hace
necesario realizar investigaciones que permitan establecer la metodologia
para desarrollar cada una de las etapas involucradas, en la especie estudiada.
La obtencién y maduracion de ovocitos, son fases de incuestionable
importancia en dicho proceso, lo cual constituye el tema central del presente

estudio.



2. REVISION DE LITERATURA.,

2.1 - ASPECTOS REPRODUCTIVOS DE LA PERRA,
2.1.1 ASPECTOS ANATOMICOS.

. Existen marcadas diferencias en cuanto a la anatomia de los drganos
reproductivos de los mamiferos, la perra en particular posee una vagina
larga, siendo mas amplia en su porcion craneodorsal, donde se observa la os
externa del cervix. El titero es bicornual y consta de un cuerpo corto de
paredes gruesas y unos cuernos largos, delgados y rectos dispuestos en forma
de "V" (2,47).

Los ovarios de la perra son organos pares y ovalados que se localizan en la
parte superior de la cavidad abdominal, por detrds de los rifiones,
aproximadamente a nivel de la tercera o cuarta vértebra lumbar., Son
relativamente pequeiios, con un tamafio aproximado de 1.5x 0.7 x 0.5 cm en
una perra de 12 kg; su superficie es lisa, aunque después de varios ciclos y
particularmente después de la preiiez se toma visiblemente dspera y nodular
(16,57).

El tamafio de! ovario aumenta en él‘proestro, alcanzando su maximo peéo'y _'.
tamafio al momento - de - la- ovulacion, después de lo cual disminuye :

paulatinamente - hasta el anestro (16,57)- En las " perras adultas la correlacion =T

entre el peso de los ovarios y el corporal es de O 77 (16)

Dos caractgnstxcas sxgmf catxvas el ovano camno en referencxa a su
el desarrollo pleno' de’la bolsa ov{mca que ‘envue pqmpietainente ala
génada .y posee paredes grasas y una abertura de 02 a I 8 cm de Iargo
2,16,47 57) : : o .



2.1.2 ASPECTOS FISIOLOGICOS
2121 DINAMICA OVARICA EN LAS DIFERENTES FASES
DEL CICLO ESTRAL

" La perra alcanza la pubertad entre los 6 y 24 meses’ de edad. Esta
variabilidad es natural, tomando en cuenta los factores interactuantes tales
como el tiempo en el cual alcance su peso adulto; fos celos sxlencxosos que
dificultan el diagnéstico def primer estro y la raza: del ammal siendo mas
precoces las perras de talla pequefia (35 66 84 101107

Fisiologicamente la hembra canina es monoestnca estacxonal por lo que
solamente tiene una etapa de aceptaclon ‘en’ Cad clko reproductivo, con
duracion variable (16 20,57,66,107) y con mtervalv ntre ciclos, de 5 a 12
meses (19). T '

Los mecamsmos basicos de control de la funcidn ovdrica, son los mismos
: exxstemes en_otras especies que presentan estro estacional, aunque todavia

hay que esclarecer Jos factores precisos que inician el retomo a la actividad

sexual e’incluso, aquellos que determinan un periodo de latencia sexual tan
- prolongada,

El ciclo reproductivo esta controlado por tres grupos hormonales principales:
las hormonas liberadoras, las gonadotréficas y las esteroides. Las primeras se
originan en el hipotdlamo y controlan la sintesis y liberacién de las hormonas
gonadotroficas (Hormona Foliculoestimulante (FSH), la Luteinizante (LH) y
Prolactina (PRL)), regulando asi, la maduracién de las células germinales y ia
produccion de las hormonas esteroideas: estrogenos y- progesterona
(2,16,35,66). '

-Como se observa en el Cuadro 1, el proestro.y estro de la perra estan
caracterizados principalmente por el mcremento en los niveles plasméticos de
estrégenos durante el proestro,” alcanzando su pico al fi nal'de este’ periodo'y
descendxendo postenormente, este plco precede al notable mcremento de los




niveles maximos a lo largo de los dos ulumos dias del proesu-o y los pnmeros :
cuatro dias del estro. " Junto" con ésto, se ‘observa’el mcremento sngmﬁcatnvo '
de los niveles plasmaticos de progesterona desde 1a’ ultlma fase ‘del proestro,
alcanzando sus valores més: altos desde el dia 7 del estro roxunadamente
(17,30,44). : o : .

Cormo és bien. conocxdo, el clclo estral de la hembra canma, cqnsté ‘tAi:e 4tfas,es:
proestro, estro, diestro y anestro (16,35,66,107). : Ve

PROESTRO Es el comienzo de la estacion repkoduétwé 0 de actividad

sexual yel periodo de desarrollo folicular que precede al estro, Se’ extxende o

desde la’ pnmera “observacion del sangrado vaginal, hasta cuando la perra

“acepta la.monta  del macho. E! proestro, etapa de dominancia estrogemca,.
normalmente dura cerca de -9 .dias, teniendo un mtervalo de 3 a 21 d:as )
(2 19 72 ,98), 4 . :

' En esta fase se l]eva a cabo el desarrollo folicular, por efecto de la FSH y los
estrégenos, que alcanzan su. maximo nivel al final del periodo. En el
'proestro temprano existe una concentracxén de estrogenos mayor de 2.5 pg/ml-
yenel tardfo se lcanza niveles: de hasta 100 pg/m}, uno a dos dias antes de
comenzar el eslrp : 19) “declinando ‘cuando la aceptacién se observa por
pnmera vez. Durante lovs;SIgulentes 5 a 9 dias, las concentraciones retornan

ncima de 0.5 ng/ml relacnonado “con” la,j""

a de los fohculos ovdricos (71)

deella para alcanzar §u plCO despues de mlcmr el estro (17 20 50)



Cuadro 1 N"KVELES HORMONALES ENLA SANGRE DE LA PERRA

Proestro
Estro -
Diestro -
Gestacién”

Anestro
Final-- del
) anestro

- Valores pico’
s Dias 55-58 de
#++ Enelparto: * v : v RS

Modificado de Concannon eta] 1978 Olson eta! 1982 y McDonald 1991

En cuanto a la Prolactma esta expenmenta vanacmnes leves y se mamxeneﬁ" o
en concemracmnes cercanas a loa 27 ng/ml ( 19 66) : . :

Durante el proestro la perra no se mteresa en lo .
contrario; - manifiestan- gran atracc:én hacla eHas (72 A.medxda que
transcurre este periodo,: la hembra se torna ‘més paswa en su Tesistenciaa la
aproxumacxon del ‘macho. La edematlzacmn y: turgencxa de la vulva son

sngnos caractensucos de esta etapa (16 66 84) ; (RN ,»




ESTRO S Esiel perlodo de fa receptmdad sexual comprendxdo
normalmente en un lapso de 9 dias; con un mtervalo de3 a2l; el primer dia -
en que la hembra penmte Ja copula es el inicio del estro y la fase finaliza
cuando ella 1o a epta ésla pula (16 35,98" U

“Vale la pena aclarar :que este; periodo es muy prolongado eit la perra, en
comparacién‘a hembras: de 'otras especles (94). Durante ‘este periodo los
foliculos' de Graaf alcanzan su maximo desarrollo (0.6 a'lcm de didmetro) y

“los niveles séricos de estrégenos empiezan a descender hasta 69 pg/ml (66),

,'comcxdlendo con un: incremento paulatmo de progesterona por encima del
nivel . basal - (2. ng/m), - condicién necesaria’ para‘la’ presentacién del celo -
(66,80)."Ademas hay una breve elevacion de LH, de 12 a 24 horas, para
posteriormente descender a niveles basales (2.8 ng/ml) (66) Este pico de LH
“precede al incremento en la concentracién de FSH, e inicia 1a ovulacién 24 a

72 horas despues (20,50,71,72). En cuanto a la prolactina, durante esta fase :

presenta concentracxones aproxnmadas de 32 ng/ml (66)

Dichos camblos hormonales reﬂejan acontecnmlentos externos, tales como
" secrecion - vulvar mds .0 ' menos hemorréglca, inflamacién vulvovaginal
marcada, textura vulvovagmal suave y- flaccida; reflejo de ladear lacola, asi :
como atraccmn y aceptacxon del macho 9, 107) :

- DIESTRO. - Es la etapa postenor al celo, mediada por la progesterona; su
duracion promedlo es de 57 a 68 dias en la perra gestante y de 60 a 80 en la
hembra ‘vacia: (98).: El diestro comienza cuando una perra que ha sido
recepuva rechaza abruptameme al macho (72).

Durante ~ esta fase - del ‘ciclo, después de la- ovulacién se manifiesta el
desarrollo“de: cuerpo, luteo, lo que da lugar al aumento en progesterona
circulante hasta 5, ng/ml razon por la cual las perras vacas que han pasado e}
celo - son pseudogestantes , en el sentido. de que -tienen cuerpo Iiteo
funcional, "a“ pésar 'de" una .ausencia de gestacion (5,12). Dicho cuerpo
amarillo, es refractario a dosis altas de prostaglandmas (250 ng/kg) durante
los dias uno al cinco del dxestro (35,70). :



Después de un pico de progesterona de 15 a 80 ng/ml hasta los 20 a 30 dias
postovulacion, se encuentra una fase de meseta que declina con la regresién
litea, entre los 75 y 80 dias posteriores, independientemente de la presencia
de LH, cuya secrecién junto con la FSH se considera episédica (35,52). -

Por lo que respecta a los estrégenos, estos se encuentran en niveles basales al
principio de este perfodo (23 pg/ml) (66); sin embargo al igual que.la LH, se . -
elevan durante los Gltimos dias de Ia fase litea (20,50). En cuanto a'la
prolactina, ésta se detecta en niveles de 20 a 35 ng/ml en el diestro (35).7".

Con respecto a la signologia externa, se observa que la vulva fetbkna a su
tamafio normal o de anestro, perdiendo flaccidez (2,16,35).

ANESTRO." - - Es el estado de inactividad sexual reproductiva, durante el
cual el titero involuciona; dicha etapa comprende desde el momento del pmo :
o el final de'la pseudogestacnén hasta la fase del proestro (72); se menciona
que durante este perfodo, ni los ovarios, ni Ia hipéfisis se encuentran esténcos

G3).

La duracion del anestro es de 1 a 8 meses, haya o no preﬂez (19 55 98), sin wr
embargo, al igual que las otras fases del ciclo estral,” tiene una. duracién . -
yanable, dependlendo delaraza, edad y estado de salu .

Al ﬁnal de este perfodo, la LH pre
preparan ¢l - desarrollo " folicular
ovulacién (20,50,55).+ La; FSH n mamﬂesta.]as amphas ﬂuctuacxones de :
concentracxén penfenca observadas en la LH (66). : :

Por ofra: parte, la progesterona se encuentra  en mveles basales (0 5 ng/ml).
(55,80,107) y los estrégenos. totales en concentraclones elevadas (33. pg/ml)
(66), comparables a las observadas durante el proestro y estro (44,71,80),



De esta foxma durame el anestro el aparato reproductivo se prepara para el
comienzo del sngmente clclo, que inicia con la llegada del proestro

2122  OVOGENESS,

Medlante el proceso de ovogénes se' lleva a cabo la fom\acnén “crecimiento

y maduraclon de gametos femenmos Dich Lproces

ina, donde se
ente por ‘mitosis

(91)

células epltehales aplan as’empiezan rodearlos constltuyendo asi los
foliculos pnmordlales “Una vez rodeados los ovocxtps primarios expenmentan
la profase de 1a primera ‘division meldt'ca, al finalizar ésta etapa se suspende
< proce . de: division! quedando»' a’‘célula’ en’ dictioteno, Los ovocitos
pnmanos perm 'ecerén asl durante el resto del desarrollo embnonano, de tal -
modo, que: al nacimiento la- hembra presenta ya'en sus ovarios un nimero
determinado de células germinales, el cual no aumentara sino por el contrario
ira dxsmmuygndo conforme transcurra el uempo(54 66, 91). .

Al nacer, la perra contiene en sus ovarios aproximadamente 700 mil ovocitos
primarios, que disminuyen a 250 mil en la pubertad, a 33 mil alos 5- affos y a
500:a los-10"aflos (82); la gran mayoria de estos ovocitos ' sufriran atresia
durante la vida de la hembra y inicamente unos cuantos  podrdn formar parte
de un foliculo de De Graaf y ser ovulados (40,47,54).

Bajo influencia de factores intrinsecos ovéricos algunos foliculos primordiales
crecen y se desarrollan a foliculos primarios, provistos de células cuboidales
que se multiplican aceleradamente_ por mitosis. En esta fase también tiene
lugar la formacion de la zona peliicida y las tecas intemna y externa (1,47). .

icia cuando las células - -

nales femenmas S



Conforme el fol(culo crece el¢ voclro prlmano es rodeado por una masa de
células’ granulosas que constifuyen la capa del lmsmo nombre y conforman el
denominado cumulus: oop/mrus ‘al’ que’'se encuentra sujeto. Esta ¢ tructura‘ B
recxbe el nombrc de foliculo secundario (40,47 e

Poslenonnente el folicu
* (foliculo de'De Graaf), duranite
liquido’ folicular ‘atimentand
donde el ovocuo continia su maduracnén (66

’ Figillra 1 MORFOLOGIA DEL FOLICULO DE GRAAF Y ESTADOS DE
T A S DESARROLLO DEL OVOCITO. .

células
foliculares

5
granulos
corticale

ovocito primario
con interrupcién

ovocito

en Profase I. primario ovocito

superficie

zona pelécida del ovario

ovocito primario
completa la la divisién
meibtica
FOLICULO FOLICULO FOLICULO FOLICULO FOLICULO
PRIMORDIAL EN DESARROLLO ANTRAL ANTRAL GRANDZ ROTO

Modificado de: Alberts, B. et al.,’ 1993,



Durante 1a meiosis se llevan a cabo dos divisiones, cada una de las cuales
consta de profase, metafase, anafase y telofase, En la primera division
(reduccional), se disminuye a la mitad el nimero de cromosomas
caracteristico de la especie (de 78 a 39 en la perra) para dar origen a un
ovocito secundario susceptible a ser fertilizado (94) y a un primer cuerpo
polar que es eliminado en el oviducto y que ocasionalmente se divide en dos
(66) (Figura 2).

La profase I se ha dividido en 5 etapas para su estudio: leptoteno, cigoteno,
paquiteno, diploteno y diacinesis. En el leptoteno los cromosomas se
observan como filamentos dentro del nicleo, resultado de un proceso de
espirilizaci6n de la cromatina; por su parte el nicleo aumenta ligeramente de
tamaiio y el centriolo se hace aparente (1,54,91).

Durante el cigoteno, los cromosomas empiezan a aparearse y se inicia el
" intercambio de fragmentos de ADN; mientras que en el paquiteno al continuar
con este proceso de espirilizacién de los cromosomas (intercambio de
material genético) se provoca que éstos se vean ain mas gruesos, ademds
durante esta etapa hay un crecimiento del niicleo (1,91).

La fase de diploteno comprende una mayor separacién de dichos
cromosomas, es decir, ya es posible evidenciar los dos cromosomas
homoélogos separados. En las hembras de los mamiferos domésticos las
células que sufren meiosis pueden permanecer en esta etapa por largo tiempo
y en la mayoria de las especies, los ovocitos entran en profase I antes del
nacimiento permaneciendo asi hasta la pubertad, momento en el cual
reanudan la meiosis; durante todo este tiempo los ovocitos permanecen en
dictioteno, endonde existe desespirilizacién de los cromosomas y sintesis de
ARN, al final de esta fase desaparece el nucleolo y la envoltura nuclear. El
centriolo se divide en dos partes cada una de las cuales se dirige a los polos
opuestos de la célula sirviendo como puntos de origen al huso cromatlco
91,97).

La segunda fase de la meiosis denominada metafase I inicia ; cuando la
envoltura nuclear desaparece completamente y empleza la formaclon del huso
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Figura 2. PROCESO DE OVOGENESIS.
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Modificado de: Hafez, E.S.E. 1993.
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cromatico (97); donde " los cromosomas homélogos que ain permanecen
apareados se ubican alrededor del ecuador de dicho huso (91). :

Postenormente enla anafase'l de la pnmera dMsnon mei Uca, un cromosoma

degenera (1,47).--

Durante la profase 11, hay condensacxén de,matenal nuclear, desapanclon del
nucléolo y de la envoltura nuclear, al mismo hempo .que se inicia la formacion

. del huso. En la metafase 1I, los cromosomas se alinean e en el ecuador y cada
cromosoma se 'asocia - por | su* centrémero  con': fibras cromosomicas
provenientes de uno y otro polo del huso; Enla anafase g Ios cromosomas se
parten a nivel del centrémero;: las crométxdes se: sepa.ran 'y migran hacia los
polos; durante la telofase’ I Ias croméudes se desespmhzan, se integra la
envolrura nuclear y aparece de nuevo el nucleolo (91)

Cabe hacer mencion.que el ovocito. detendra su proceso de maduracxén en
Metafase I1 y sélo lo re dara si recibe un estimulo adecuado que, en la
mayoria de las ocasio 'es, s la penetrac:én del espermatozoide; resultando

con ello la formacién''d ‘dos..células, una pequefia de vida muy corta "

denominada " segundo ‘cuerpo polar y la otra voluminosa, lamada huevo o
cigoto, la ‘cual si s fertilizada inicia ¢l desarrollo embrionario, En caso de no
haber fecundacnon el ovocxto sufre autélisis (1,47,91).
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2123 - OVULACION.

: En la perra los gametos femeninos se encuent:an en la pnmera d1v1s16n :
meidtica ‘(ovacito’ pnmano) al momento de produclrse 1 ovulaclon (19, 94),
mxden de 90 a 110 nucras de dlamelro (66) Y madura.n hasta dos a tes ‘diasi SR

de ovocm)s ovulados por foliculo puede vanar, p
menclonan que solamente tienen uno, otros md'

concentracion plasmatica de progesterona (10, 30 310 Expenmentalmente ses
utilizan ultrasonografias, endoscopias, laparotomfas laparoscopias y anahsns :
histologicos (49,61,63,98,100). B 8

Endocrinologicamente la hembra canina “difiere de otras. especies de
mamiferos en esta etapa. En ella se empiezan a generar pequefias caxitidades
de progesterona varios dias antes de ovular, alcanzando niveles circulantes
de hasta 2 a 3 ng/m} durante el pico de LH y de 3.4 a 6.6 ng/ml al producirse
la ovulacién (10). Despues de la ovulacion, la concentracion de estrdgenos
desciende hasta mveles basales (5 17,31,94,101,107) .



En cuanto a los foliculos, su acelerado crecimiento y maduracién final, es
inducido por el pico de LH, que culmina con la ovulacién dos o tres dias
después (10,18,19,95,98,100). Se considera que los foliculos de De Graaf
alcanzan didmetros de 0.6 a 1 ¢cm y los ovocitos miden de 90 a 110 micras en
estados similares de evolucion (66,73); los foliculos que no llegan a ovular
tras la onda de LH, sufren degeneracién y atresia (35).

14



2.2  OBTENCION Y MADURACION DE OVOCITOS
DE CANIDOS.

OBTENCION.

Para el desarrollo de la técnica de FIV, es indispensable contar. con
procedimientos idéneos que permitan obtener y madurar los ovocitos, con el
fin de posibilitar su adecuada interaccion con el espennatozoxde

Es conveniente utilizar técnicas que sean econdmicas, préctxcas y,,sencil]as
pero sobre- todo eficaces de tal manera que nos penrutan obtener tanto
cantidad como calidad de ovocitos. g

Acorde a las necesidades particulares del mvestxgador, dependxendo del
material bioldgico, recursos disponibles y el modelo” ammal implementado,
existen diferentes modalidades para Ia obtencién de ovocitos, entre los cuales
podemas mencionar la aspiracién (in vivo y postmoriem)y la diseccitn.

A) ASPIRACION. Segin el objetiilo: existen dos formas de recuperar
ovecitos por aspiracion: en animales in viva y en hembras sacrificadas. -

Enel primer caso se la técnica conocida como aspiracién guiada por
ultrasonido, en’ “donde via vaginal se introduce una sonda modificada.
Dicho’'aditamento’ form#a parte  del "aparato de ultrasonido y se encuentra
adaptado para llevar osicion interna una aguja hipodérmica calibre 18
conectada a una mangera pléstica que la comunica a una bomba de vacio. A
continuacién, por via rectal y con la ayuda visual del aparato de ultrasonido,
se localiza el ovario, y mampulandolo se pone en contacto con la aguja, que
gracias a la presién negativa de la bomba, succiona el liquido folicular y los
ovacitos suspendidos en él (75,76).
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En animales recién sacrificados, aunque el principio es el mismo, la técnica es
simplificada, dado que se logra un contacto manual y éptico directo’con:la
goénada y se posibilita la aspiracién con una aguja calibre 18 y una Jennga de
5a10ml (6,38,39).

B) DISECCION Esta técnica se realiza: exclusxvamente en 'ovanosy : :

Por lo que respecta alos cémdos, 1a obtencién de ovocitos preovulatorios se
ha realizado’ en ocasnones con el método de aspiracién folicular postmortem
hembras prevnamente superovuladas y a partir de foliculos cuyo diametro
uctuaba entre 0.5-y 2 ‘mm (103), lograndose obtener con ellos buenos
““porcentajes’ de recuperamén, maduracién e incluso penetracion espermatica
i (33, 58 103 104)

> Por otro lado,«Nickson et al. (69) habiendo realizado trabajos relacionados
con maduracién'y fertilizacion in vitro de ovocitos de perra obtenidos por
diseccion, encontraron que su técnica era eficiente, sefialando la importancia
‘de recuperar integros los ovocitos con las células del cumulus que los rodean.
El: 70% ‘de - los” gametos- obtenidos presentaban ‘como minimo una capa
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completa de células cumulus, A las 48 horas de cultivo, los ovocitos con dos
0 més ‘capas celulares mostraron expansxon del cumulus, en tanto que
aquellos provistos de una capa, presentaron signos degenerativos,

MADURACION.

Como es blen sabldo, los gametos deben expenmemar un adecuado proceso
de maduracién que les capacite para fertilizar o ser fertilizados segin el caso.
En cond:cxones naturales, en la perra el gameto femenino, es ovulado como
ovocito pnmano, y_ experimenta una lltima fase' de maduracién a nivel
oviductal, adqumendo 1a capacidad de ser fertilizado.” De ésta manera, si se
pretende simular log’ acontecumentos ﬁsxoléglcos inherentes a la fertilizacion,
todos aquetlos’ aspectos que ocurren in’vivo deben ser mimetizados en la
técnica in vitro, otorgando pamcular importancia a la maduracitn, mas adn si
los ovocxtos obtemdos se encuentran en estadxos iniciales de desarrollo.

En los mamfferos exlst un numero predetermmado de ovocitos al momento
del naclmlent 0 estos ya han ‘experimentado divisiones mitdticas e iniciando
: drctxoteno “de la profase 1. Desde este
los gametos comienzan a madurar

El fenomeno como tal capaml
especificos relacionados .. con
descondensacxén espexmatlca yia foxmaclén del pronucleo masculmo Todo




esto graclas alas mten"elaclén de factores follculares, tales como’ préudos,
estermdes, hormonas, punnas y nucleéndos an.

Mjentras que a mvel membranal se regula la’ concentracxén de solutos la' .
reprogramacnén del cxtoesqueleto ylas prote(nas, enel’ cltoplasma txene lugar;’ :
“el’aumento” de 'los :

la “aparicion: del” factor -descondensador espermético,’
granulos ‘corticales. y- el reacomodamiento de los organelo [
intensa actnvndad cxtoplasmlca incluye ademds una importante multlpllcacxdn
de ribosomas;’ ‘lo que ocasiona un incremento en'la sintesis protélca y.en'el
volumen del ovocito, el cual alcanza un tamaﬁo de hasta 90 a: 110 micras en
promedxo (65 66) ’ . e

Enla madurac:on del ovocno la reprogramaclén protenca ames que regularse g
por- transcripcion, ‘lo hace por traduccxén selectiva; del ‘ARN mensa_]ero,

almacenado (29 46)

el adecuado suministro"de nutrientes. Para este efecto la s, foliculares
desempefian “un lmponame papel,“ ya: que’ * mediant olongaclones
citoplasmaticas atraviezan “la’ zona pelucnda y acio penvntelmo’

facilitando el paso: de factores numcxos, asi como;de:iones"y: segundos o
yal través de umones )

mensajeros  de mfonnacxon que como el AMP
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comunicantes controlan el desarrollo meidtico de ovocito, manteniendo el
estado de dictioteno (3,25,29,46,92).

Otros factores inhibidores de la maduracién se localizan en el liquido
folicular, tal y como se describi6 en investigaciones desarrolladas en conejos
y porcinos, donde se identificaron~in vitro moléculas pequefias asociadas a
este fendmeno, asf como nucledsidos y bases piricas y pirimidicas (3,29).

Bajo un estimulo gonadotrdpico, el AMPc incrementa su concentracion en los
espacios intercelulares del cumulus, induciendo la produccién de moco, que
durante ¢l pico de LH y la ovulacion provoca la expansion del ovocito signo
caracteristico del proceso madurativo, cuya funcion principal es facilitar el
desplazamiento del gameto a través del oviducto (74,106).

El cumulus oophurus, es un conglomerado formado por células con

numerosos - ribosomas, reticulo endoplismico liso, aparato de Golgi
prominente, presencia de depésitos grasos y capacidad de secrecion.de

esteroides, Estas células estdn dotadas de organelos desarrollados, y provistas:

de 4cido hialurénico y glicoproteinas en su matriz (74). Su papel principal s

mantener la integridad de la zona peliicida y participar en la maduracion del’

ovocito, conservando sus niveles de AMPc. Es de destacar que durante’la

maduracion in vitro el cumulus incrementa su metabolismo si el medlo se ha :

enriquecido con suero (90,93,96).

Una vez que el ovocito ha sido fertilizado, o en-su: defecto actxvado
partenogénicamente, se produce la reacuvaclén meidtica’ 'y el rompumento de
la vesicula germinal, acontecimientos:;
desfosforiladora aiin indeterminada
ciclinas (21). :

El proceso de maduracién del ovacito'se lleva a cabo bajo un estncto control
hormonal,. interactuando en el roamblente del: ﬂu(do follcular, el ‘cual
permanece . delimitado - por una’ red semlpermeable y selectlva, v estd

19



20

constltuido por la secrecién de las células de la granulosa y el trasudado _.
sérico (13). ) e i

Por su parte, la produccién de.
células de la granulosa, activa
la actividad de‘la 3-bet
granulosa (45)

detiene ‘el desarrolio. embrionario ‘norimal “hasta incorporar la pamclpaclén B
hormonal in VIII‘O adlcxonando ‘17-beta-estradiol y 17-hidroxiprogesterona

nb asma - del ovocito, el cual . aparece  durante
eiromplmxento.de ,esicula germinal por - influencia’ de las hormonas

estermdes (25 96)



Vale la pena aclarar que en los mamiferos, mds de la mitad de los ovocitos
experimentan atresia /n vivo, particularmente en el estadio de foliculos
antrales, observandose vacuolizacién citoplasmica, niicleos picnéticos, atrofia
de microvellosidades y zona peliicida, y aumento desproporcionado en el
volumen mitocondrial. Este proceso degenerativo puede ser detenido si los
gametos son aislados y cultivados /n vifro, lo que les brinda la posibilidad de
reanudar su maduracién (48,68).

En relacion a los sistemas de maduracion de ovocitos, en la practica existen
marcadas diferencias entre las técnicas empleadas, existiendo métodos en el
animal in vivo o in vitro, que implican la obtencién del material biologico y
su cultivo en medios quimicamente definidos, suplementados con algunos
elementos, que varian dependiendo de la especie en cuestion y del grado de
maduracidn de las células.

Los gametos pueden experimentar la maduracién basicamente de dos
marneras: una, através de ciclos naturales de la hembra y otra por medio de

ciclos inducidos, es decir, con una hiperestimulacién o sincronizacién del

animal con ayuda de productos hormonales; esto-iltimo con el fin'de que el
ovocito tenga una fase previa de desarrolio tal y como ocurre en un proceso
natural. )

Para la superovulacion en diversas especies animales, tanto domésticas como
silvestres se ha recurrido a tratamientos en base a productos hormonales, tales
como la FSH, PMSG, LH, hCG y en su caso el uso de luteol(tlcos como los
andlogos de la PGF9 alfa (40,47).

P:

descarga vaginal.
- Aplicar 400 Ul de eCG y 1000 UI de hCG

- Inyectar 10 mg de estradlol a los'3 y 4 dias de apllcacnén de la eCG y i

hCG respecuvamente S
- Suministrar 1000 UT de hCG el pnmer dia del celo ( 103)

~lograr la: superovulacnén en las pen'as puede segu e ¢ t esquemaf .
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La maduracién in vitro con ovocltos de perras ‘ha s1do abordada en los
trabajos experimentales desde dos perspectlvas, la primera de ellas ha
utilizado la superovulacion de las perras donantes, la recuperacion de los
ovocitos preovulatorios y su cultivo in vitro por 48 a 72 horas, con ello se ha
podido obtener hasta un 32% de ovocitos en Metafase II (103). El otro
camino ha sido la utilizacién de ovocitos provenientes de ovarios que se
encuentran en cualquiera de las etapas del ciclo estral y su posterior cultivo

por 48 a 96 horas, con lo que se ha logrado obtener desde el 12,1% de
Metafase I (104) y hasta el 39% (69). En cuanto a la penetracién:y..

descondensacion espermética se ha tenido mejores resultados con aquellos

ovocitos que han experimentado un desarrollo preovulatono inducido por el
tratamiento hormonal en la superovu]acxén Cabe mencionar que atin-asi los "~

resultados son insatisfactorios si se considera que apenas un 27%: de los

ovacitos fertilizados muestran estado de desarrollo de mas de una célula” yo
que sélo el 2% han llegado a 8 células (103). Esta baja eficiencia ha llevado a’
replantear la metodolog:a para la maduracién in vitro de los.ovocitos”de:

perra, asi como posponer el objetivo de legar a conseguir mdmduos vxables
producto de maduraclon y fertilizacion in vitro de sus gametas .
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3. JUSTIFICACION.

Hoy en dia, la perdxda meparable de algunos Tecursos naturales a manos del

hombre, ha logrado despertar la ‘conciencia de. fa. humanidad'y el afan por :

detener esta devastadora destrucclon de la nqueza ecologwa

Sxendo Mexxco un’ pais mdudab]emente pnvnleglado en cuanto a su gran'v S
variedad de ecosistemas con fauna propia,”es imperativo profundxzar sobre I
aspectos que contnbuyan a su proteccidn y preservacion, dada la escasez de»

mformaclén generada al respecto.

En vista de que algunas de tas especies en pehgro de extincion pertenecen al o
género Canis, tanto en México (Canis lupus baileyi) (85) como en otros .
paises del mundo (Canis rufus) (11), se hace indispensable investigar. sobre :

los aspectos relacionados con el favorecimiento de la reproduccion en 'é,ste? :
tipo. de individuos. El perro doméstico (Canis familiaris) es un animal 'de

facil obtencién y manejo, y ademds representa el prototipo del género Canis:

Por- ello, resulta ser la especie mas apropiada para.el desarrollo de los "

ensayos expenmemales planteados.

Al mismo tiémpo ‘el desarrollo de técnicas como la FIV puédé”Serﬁr péfa

determinar los procesos fisiologicos inherentes a la' fertilizacion,’ que:al-ser -~ .

modificadas pemutan desarrollar métodos- de contro}” de la natahdad enel
perro domesuco . o
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4. HIPOTESIS.

La tecmca de aspu‘acxon més diseccion (AD) provee la mayor cantldad
de ovocltos en perras recxen sacnﬁcadas RS E

El numero de ovocnos recuperados es’ mayor

s recuperados es superior en hembras de mayor

: 'adecuadas de culhvo in vitra, o

'b‘h/nblbféstre;“;(_xbe:és o

Lo ovocxtos caninos pueden alcanzar la maduracxon bajo condlclones ’

24



5. OBJETIVOS.

OBJETIVOS GENERALES

1. Determmar la técmca mas aproplada para obtener un mayor niumero de
- ovocltos canmos : :

2 Réalizaﬂa maduracién de 10s ovocitos obtenidos por la mejor técnica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. iEvaluar la eficiencia de la técnica de splracxén (A) como mctodo g
- para obtener ovocitos de perras recién sacnﬁcadas

2. _‘Evaluar la eficienciz de la tecmca de diseccion (D) como metodo paré
3.
5. Determmar el “grado de ma uramén de ovocitos hds obtemdospor

la técnica més efectxva controlando vanables como tlempo ¥
condlcxones de mcubaclén pH osmolandad y suplementacxén de
medios con estradxol suero de perra en calor lactato pxruvato y
‘gentamxcma : .
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6. MATERIAL Y METODOS.

El trabajo se reahzé en Ias mstalaclones del Laboratorio de Femllmclén in .
vitro de la* Facultad de Medicina Véterinaria y Zootecnia de la Universidad - -
Nacional Autonoma de México y.en ‘el Laboratorio de Manejo de Gametos y

de Blologla de Ila Reproduccnon de la S

Embriones: del ; Depanament
Umversxd d‘Auté 6

La coleccién de material bxo 6gi lugar en el Centro de Control Camno
"Dr.: Alfonso Angehm de la: Garza"; ubicado“en la’ calle Heroica Escuela
Naval Militar, s/ esquina‘Av, Tasquefia, Colonia San Francisco Culhuacén y
en Centro de Co trollCamno e Iztapalapa localizado en quinta calle de
Carlos::Mancilla esquina Campana - del :Ebano s/n, Unidad Habitacional
Vicente Guerrero, en México, D.F. "

6.1 OBTENCION DE: OVOCITOS.

Se " utilizaron ;ovarios” 'de perras - recién sacrificadas remitidas para tales
proposltos al Centro de:Control Canino de Culhuacdn durante los meses de
febrero ‘a:junio- de '1994; dichos animales se dividieron en dos categorias
segiin ‘su’edad: ‘hembras prepiberes y hembras adultas. Tomando como
sistema- de- clasificacién arbitraria el tamafio y superficie de sus ovarios
(superficie completamente lisa y <lcm de longitud: hembras prepiiberes;
superficie .con ‘alguna estructura folicular y >lcm de longitud: “hembras
adultas), condici6n dentaria (presencia de sarro dental y/o desgaste o pérdida
de dientes: hembras adultas; sin presencia de sarro dental y presencia de
dientes permanentes: hembras prepiiberes) y condicion anatémica exterior.
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Cada uno de estos grupos se subdividié a su vez en dos subgrupos segiin la
talla de! animal: grandes ( mayores de 35 cm de altura a la cruz) y pequeiias
(menores a 35 cm de altura a la cruz), con lo cual se tuvieron en total 4
subgrupos, cada uno conformado por 15 hembras, lo que representd 30
ovarios procesados por subgrupo.

Talla No. de perras, No. de ovarios.
Grandes - 15 30
Preptberes IR
. Pequefias . 7.0 15 - 30
.~ Grandes 15 0
Adultas s
S 15 30
Una vez sacrifi ¥ o lﬂcados los mdmduos por tallay edad se procedio

derecha.: Lo frascos contenfan solucién salina fisiologica estéril de NaCl
0.9%: (Baker, Mex) a 37°C y se transportaron dentro de un termo al
Laboratorio de Fertilizacion in vitro del Departamento de Reproduccién de la
FMVZ-UNAM en un plazo no mayor de 1 hora.

Una vez en ¢l Laboratorio fite retirada la bolsa ovérica. El ovario izquierdo y
derecho de cada animal fueron asignados en un disefio completamente
aleatorizado - a la técnica de obtencién de ovocitos por diseccién o por
aspiracion:. ‘Los que se utilizaron en la segunda técnica fueron reutxhzados
para la (écmca que se denommé asplracmn-dlsecclén

En los ovarios destmados a'la técnica de aspu*acxén se procedlé a identificar

los foliculos de 6 a 10 mm de dnametro estructuras que fueron puncionadas
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y aspirado su contenido con una jeringa pldstica sin émbolo de goma (Air-tite,
Alemaru'a) de 5 ml con aguja calibre 18. Dicho contenido fue vaciado en una
caja plastica de Petri de 2.5 cm de didmetro (Nunc, Dinamarca) y.se procedi6
a observar al microscopio estereoscopico (Zeiss) a 12X, para la locallzaclén
y conteo de los ovocitos asf obtenidos.

Para la técnica de aspiracién-diseccién se utilizaron’ los nusmo ovanos‘

empleados en el ‘método - anterior; - se " les * hicieron ademas mclslones_

superficiales en sentido longitudinal y transversal a un milimetro de distancia:
entre ellas, en toda su superficie y fueron lavados con PBS (Bak Méx) con.. ..
un pH de 7.4 (medido con un Potenciémetro "Beckma.n"), [ olecténdolo en:; v
una caja Petri de vidrio de 15x100 mm.- Posteriormente: ‘se”observd al:
microscopio estereoscopico para buscar y contar ]os ovocitos :adicio

obtenidos.

de asplraclon

El anahsns de’ datos comprendlé una estadistica descnpuva y.una prueba de-: -

Analisis de Varianza. Para.determinar diferencia significativa entre’ medlas
por grupo se utlhzé la prueba de Duncan (86). .

62 MABUMCION.

Se obtuweron ovanos de perras adultas (grandes y chicas) recién sacrificadas
enel Centro de Control Canino de Iztapalapa durante los meses de Enero a
Maxzo de’ 1995: ‘Las gonadas fueron transportados al Laboratorio de Manejo
de” Gametos .y Embriones. de"la. UAM-Iztapalapa en una solucién salina
ﬁsxoléglca NaCl 0.9% (Baker Méx) a una temperatura de 37°C con un
tiempo méxlmo a procesamlento de 1 hora.

28



Una vez en el laboratorio, a cada ovario se le retir6 la bolsa ovdrica -y se lavé

3 veces en una solucién fisiologica estéril de NaCl al 0.9% (Baker, Méx)

calentada a la temperatura a la cual era recibida la solucionsalina’ de
transporte. . Sl

La técnica de obtencién de ovocitos fué por Disecci6n, para. ello a los ovarios s

se les hicieron cortes longitudinales y transversales aprommadamenle axl
mm de«distancia entre éstos en toda:la superﬁcne ‘ovirica. Se_ lavaron

constantemente con una solucion estéril de :” TCM-199 ‘con’ sales ‘de Hank's -
adicionado con L-glutamina (Gibco, EUA) y: suplementado con:25mM-de i
HEPES (Sigma Ch, EUA) y 50ug/ml de_Sulfato de Gentamicina ‘(Sigma Ch, =17t
EUA) con un pH de 7.35 'y una osmolaridad de 320 mOsm/kg (medldo en‘;,‘ "
Osmometro "Osmette Precision System"), calentada a la misia temperatura a:

la que se recibia la solucion de transporte de los ovanos

La solucién se recuperé en una caja de Petri de vidrio dei15x100 mm:y se” = - °
observé al microscopio estereoscdpico a 12x. Se selecclonaron para cultlvo o

los ovocitos que mostraron citoplasma opaco, umfonne y estuweron rodeados
por 3a 4 capas de células ciimulus. - S

Con ayuda de una pipeta Pastenr de punta fina se colectaron.los ovocitos
seleccionados y se colocaron en una caja Petri. de” vidrio’ de 15x100mm,
donde ‘se lavaron por 3 ocasiones en. microgotas de.50ul de medio de
maduracién; estéril, el cual constaba.de;  TCM-199 con sales de Hank's
adicionado de L-plutamina (Gibco, EUA) y suplementado con 0,25mM de

Piruvato de ‘Sodio’ (Sigma Ch, ,EUA),:4.79' mM de Lactato de Sodio (Sigma™

Ch, EUA);*50ug/ml de’ Sulfato de Gentamxcma (Sigma Ch, EUA) y el dia de
uso se suplementaba con 20ug de Estradxol (Sigma Ch, EUA) y 10% de
Suero: " de : Perra en Estro sin’‘inactivar - (Departamento de Reproduccion
FMVZ-UNAM) yse a_|‘ to a 295 mOsm/kg y un pH de 7.4. .

definir el patrén de"tincion mostrado por los ovocnos 'Vivo

mencionar que para compa.rar el patron de los segundos, ﬁ.ieton "tefndos :
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humedad relativa.

[

En dichas condiciones los’ ovocntos fueron
in cambio de medxo de cultlvo :

alargada, procurando )
colocaron en'portacbjetos previamente desengrasado

Postenormente se cubrieron con una'gota de  hialuronidasa al 1% (Sigma Ch' :

EUA) en PBS ‘estéril ‘(Baker, Méx) durante 15 ‘min para que se desprendlera

el total delas células cumulus, lo’que era facilitado por acc;én mecém 1 de Ja ;

' pxpeta Pasteur al succnonar constamemente esa soluclon

Se retir6 el excedente de solucion de hialuronidasa y se cul:)ﬁérqh“‘cdﬁ ‘
solucion- hipoténica de NaCl al 0.5% (Baker,Mex) por 30 min; después se .

fetiré esta solucion y se cubrieron con fijador fiio de Carnoy (Metanol: ‘Acido

Acético, 3:1) preparado el dia de uso y se dejo hasta su. completa

evaporacion,

ovocitos a los que previémente se les di6 un shock térmico a2c duran‘kte 30

! cer o con la menor cantxdad d m"dlo p snble y se
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Una vez seco el fijador, - se cubrieron con acetorceina ‘durante 10 min, al
cabo de los cuales se colocd el cubreobjetos'y se observé al microscopio de
- luz (Zeiss) con objetivos 10X, 20X, 40X:y- 100X, para determinar la
presencia de cromosomas indicativo del progreso meiético.

Los resultados fueron detallados a través de uha estadistica descriptiva, por
medio de cuadros y fotografias. .
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7. RESULTADOS.

7.1 OBTENCION DE OVOCITOS.

‘La solucién de transporte de ovarios se recibié en el laboratorio a una
temperatura entre 28 y 34°C. No fue preciso adicionarle antibiético dado que

la obtencion de las gonadas se hacia personalmente in situ a través de la:
incision por linea media, evitando alguna situacién externa de contammacxon. S

En cuanto a las técnicas de obtencién se refiere, solamente 6 ovarios de -
animales adultos pudieron ‘ser’ procesados mediante aspiracién, “debido’ al -
reducido nimero de foliculos observables asplrables de 6-10 mm de. dlémetro :

en la mayoria de los ovarios.

Se encontraron un total de 54 folicu]os en los 6 ovanos ‘as

considerados como qutstxcos por presemar un; dxémetro
(5.56%). Al realizar la aspiracién solamente se’ obtu i

Foli(:ulos 0.6-1cm::

Ovario Foh’culos Q.I-O.Scm_i ;

1* 0
de i
3x,
LR
5*‘

6**

coowo ol

* procedentes de perras del subgrupo adultas pequeiias:
** procedentes de perras del subgrupo adultas grandes
QF: Qulste Follcular

Fb}icixlbs >lcmi ST
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Dado que la técnica de aspiracién-diseccién implicé la aspiracién inicial de
los foliculos apreciables del ovario y su posterior diseccién, e! nimero de
ovarios utilizados corresponde como en el caso de 1a técnica anterior a 6, en
los cuales fa diseccitn permiti6 obtener otros 42 ovocitos, los que sumados a
los ya obtenidos por aspiracion dié un total de 44 (Cuadro 3).

En lo que respecta a la técnica de diseccidn, se obtuvieron un total de 614
ovocitos procedentes de 60 ovarios; 133 ovocitos correspondieron al grupo
de animales preptiberes y 481 al de adultos (Cuadro 3),

Cuadro 3. OVARIOS PROCESADO'SY OVOCITOS OBTENIDOS POR
LAS TECNICAS DE ASPIRACION; DISECCION Y -
.~ ASPIRACION-DISECCION,

Subgrupo

Prepitber pequefia
Prepiiber grande
Adulta pequefia
Adulta grande

Total &2 ool . GAd

El promedio de ovocitos por ovario por la técnica de aspiracion, diseccién'y °
aspiracién mas diseccion, fue de 0.1720.14, 10.2243.75 y 3.67:0.33 .
respectivamente considerando todos los subgrupos trabajados (Cuadro 4). . -
Encontrando diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)  entre: el .

subgrupo de prepiiberes grandes con los de adultas tanto pequeiias:como
grandes.
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Cuadro 4. PROMEDIO DE OVOCIT 08 OBTENIDOS POR OVARXO
ie e. POR LAS TECNICAS DE ASPDZACION f»DISECCION Y g

en las diferentes técnicas, encontrando rangos: tan ;amp
subgrupo de adultos pequefios que fue de 0-88 (Cuadro 5

Subgrupo Aspiracién -,
Prepiber pequefia .-
Prepuber grande -l
Adulta pequefia 0-1.
Adulta grande 0-1
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6.2 MADURACION.

La solucién de transporte de ovarios se recibio en el laboratorio con una
temperatura de 30 a 34°C en un tiempo méximo de 1 hora. El tiempo
promedio requerido para todo el proceso, desde la obtencion de los gametos
hasta su incubacién, fue de 1 hora 30 minutos.

Por lo que respecta a los medios de lavado y maduracién, fueron preparadas -

soluciones madre y guardadas hasta su uso en refrigeracién. En el caso de la
solucién de lavado, ésta se 'calentaba a la misma temperatura a la que se
recibian los ‘ovarios “en el laboratorio. La solucién de maduracién se
suplementé el dfa de uso con estradiol y suero de perra en estro. Dicho
suero, fue en un principio inactivado a 60°C durante 15 minutos, filtrado
(0.44um) y mantenido en congelacién hasta su uso. Este proceso provocaba
la formacién de gel en el suero, lo que dificultaba considerablemente su
manejo y dilucién con el medio de maduracion, asi como su filtracién al
pasarlo a través de una membrana con tamafio de poro de 0.22um
(Nalgene,USA), por lo que se recurrié al uso de filtros de 0.44um. Dadas las
dificultades en la inactivacién, dilucién y filtracién, se decidi6 utilizar una
solucién madre a la que se le suplementaba el dia de uso suero de perra en
calor, filtrado (0.44um) y sin inactivar, Una vez diluido, se filtré (0.22um) y
se le adiciono estradiol.

Es de hacer notar que_durante’ todos los cultivos _ efectuados, no- se tuvo" ‘

problema de" contammaclén bactcnana lo que ayudo a obtener re. ultados
adecuados en esta fase expenmen

Se cultivaron- en total .. 394 ovocitos- (12 31 ovocltos/ :
experimentos (Figura 3). De éstos, 338 (85.8%) fueronvte 0s por ]a técnica
dé acetorceina para conocer su situacion nuclear;: !
(14.2%) se perdieron a lo largo del proceso de tincién.

tros 56 gametos i
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" De los 338 ovocitos teflidos, 321 (95%) pudieron ser evaluados y otros 17
(5%), no- pudleron serlo debido a la gran cantidad de células cumulus que
retuvieron ain después del tratamiento con hialuronidasa y constante pipeteo
(Cuadro 6). .

§ ETAPA DE MADURACION NUCLEAR EN OVOCITOS DE
'PERRA DESPUES DE 96 h DE CULTIVO in vitro.

T Lk Total de Ovocitos
. Experim ivados - I dos -~ Vesicula Germinal  ~ Prometafase I
i b “nimero (%) nimero (%)_

14 (304)°
6 (19.4)

1 (314)
~7°(31.8)
-10 (32.3)

- 21 (33.3)
14 (29.8)
17(37.0)

o ‘32,(6'93) :

CmN oL W

"TOTAL: 100 -

3L15%

tantes” (31 15%)

ficados como ovocltos 5

'se-aprecia-
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- Fig. 3. Ovocitos de perra después de 96 h de cultivo in vitro. Notese la
: expansion de las células del cumulus.
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Fig. 4. Ovocito de perra después de 96 h de cultivo in vitro, tratado con
hialuronidasa (1%) y solucion salina hipotdnica (0.5%) fijado en acido
acético-metanol (3:1 vol/vol) y teitido con acetorceina, mostrando la
presencia de cromosomas, indicando el progreso de maduracion,
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Fig. 5. Ovocito de perra después de 96 h de maduracion in vitro, tratado de
manera similar al anterior. Muestra agrupacién de cromosomas en la etapa de
Prometafase 1.
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Fig, 6. Ovocito de perra recién obtenido y sometido a shock térmico durante
30 min. a 2°C, tefiido con azul tripan. El patrén mostrado para los ovocitos
muertos es como éste donde el colorante se distribuye uniformemente desde
las células del cumufus hasta el citoplasma del ovocito.
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Fig. 7. Ovocito de perra recién obtenido vy teftido con azul tripan. E! patron
mostrado para los ovocitos vives es similar a éste donde el colorante se
acumula en la zona pelticida sin penetrar al ovocito ni a las células del
cumulus.
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8. DISCUSION.

'El desarrollar un trabajo de investigacién con alguna especie de cénido y

tener como modelo experimental al perro doméstico en temdticas tales como
fertilizacién in vitro 'y maduracién de gametos in vitro, resulta - ser

desventajoso cuando se compara con otras especies tales como porcinos, . -

bovinos y equinos. Para los cénidos no existen sitios especializados para su

sacrificio, y dado que los caddveres son considerados tan sélo como

desechos, no son cuidados ni procesados como lo seria una especie animal
para abasto. Esto supone que los perros sean sacrificados dentro de los
Centros de Control Canino, en sitios improvisados y en condiciones por lo
general deficientes.

Por otro lado cabe mencionar la intransigencia de grupos humanitarios
proteccionistas de la especie, que en ocasiones impiden la utilizacién de
material bioldgico con fines expenmentales atn y cuando éste proceda de
cadaveres que no tendran uuhdad postenor

El personal encargado del sacnﬁclo humamtano de los perros esta adscrito a
alguna de las Asociacionés Protectoras de los Animales, y utilizan para este
fin principalmente el método del pistolete’de émbolo oculto, y recientemente
el aparato de electro-shock; por desgracla, a pesar que para esta actividad
existen dias y horarios establecxdos, en: ocasiones .  se - presentan
contratiempos, como resulta ser la carga de trabajo para este personal en los
diferentes centros, la distancia entre:los'mismos y:la-asistencia del personal
de apoyo de cada uno de los’ centros para ‘el ‘mangjo, de los- animales,
asi como su eliminacién, lo que dlﬁculta preclsar el tlempo para la obtencion
del material blologlco

Aunado a todo lo anterior cabe menclonar que los amma]es sacnﬁcados en

estos sitios son en su- gran mayona ammales "callejeros", portadores de’
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enfermedades zoonéticas, poco adaptados al manejo, e mclusnve altamente

agresivos ante las condiciones estresantes a las cuales son sometidos, lo que
pone de manifiesto las dificultades de trabajar con esta especie en las
condiciones descritas.

Por otro lado, los trabajos de fertilizacion in vitro requieren de manera
indispensable la maduraci6n de los gametos participantes. En lo conceriente
al ovocito, los investigadores relacionados con esta tematica han seguido
principalmente dos rutas; la maduracién del ovacito in vivo, lo que se
consigue con el monitoreo del ciclo estral vinculado con la actividad ovérica
através de técnicas tales como ultrasonografia, radioinmunoanalisis y
microscopfa de luz. Dicho seguimiento puede hacerse mas accesible si la
hembra en cuestién es inducida a ciclar en el momento méas oportuno, e
inclusive inducida a superovular (103). Estos tratamientos presentan la gran
ventaja de que el ovocito-madura inmerso en un ambito folicular propio, que
le provee de una amplia gama de condiciones necesarias para su adecuada
maduracién. Sin embargo, el sistema requiere en contraparte el control de los
animales en cuanto a su alojamiento, manutencién y confort, conocimiento de
sus antecedentes reproductivos, estandarizacion del esquema de tratamiento
farmacolégico y disposicion de materiales necesarios para el monitoreo del
ciclo, asi como para la obtencién de las génadas. Este procedimiento, aunque
ha sido el preferido por algunos investigadores (64,69,103), no esta por el
momento a nuestro alcance.

. Otra ruta también ampliamente utilizada en la maduracién de los ovocitos ha .

sido su cultivo in vitro. Este sistema_ha: representado  una: problemdtica
especifica pero a.su vez wslumbra ‘una sene de altemat t
resultan” ser: a) -la : utilizacion : de’ ' de “elev:
71mposxb|lltadas para la maduracién de ovocitos

de producclén o expenmentales dea
sacrificadas en rastros® (3,7,9,37,53),

En el caso pamcular de Ios canidos se han seguido ambas rutas aunque de
manera preferenclal en esta mvesngacxon se ha onentado hacla la obtenclon

terés como.... -
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de goénadas procedentes de animales sacrificados en los Centros de Control
Canino. En estos lugares el sacrificio por electrocucién es el- método
aprobado por las Asociaciones Protectoras de Animales. Através: de’ ‘este

método se cumple con el exterminio de estos animales, que son en su mayona‘ ;
producto de capturas realizadas en la via publica, Jusuﬁcadas -por: el

excedente-de poblacion existente, los actos de crueldad de los que son objeto
y como una forma directa de control de la rabia (4). :

De manera adicional al método de maduracién de los ovocitos ‘elegidos, es
importante definir la forma en la cual los ovocitos ‘seran obtenidos de su
foliculo. Para ello se utilizan dos técnicas: a) la aspiracion, )a cual implica la
succién del contenido del foliculo con una aguja conectada a una jeringa 0 a
un aparato mas sofisticado; es obvio que el foliculo objeto de ia puncion debe
estar desarrollado con e! consecuente acitmulo de liquido folicular en el antro,
y b) la diseccidn, que implica la realizacion de multiples incisiones en ia
superficie del ovario.

En el presente trabajo la técnica de obtencion de ovocitos que resultd ser mas
eficiente fué la diseccion; con ella fue posibe obtener un total de 614 ovocitos

procedentes de 60 ovarios, lo que da un promedlo de'10:22 ovocitos/ovario o
20.44/perra.’ Sin embargo; si consnderamos los gmpos por, edad ter}drgmos un

total de 133 ovocltos .con un promedlo de 4. 43/0

como era’ de esperarse ‘no’ hubo presencxa det foliéulos observables. En el
po de las hembras adultas el resultado de la aspxracnon fue similar entre
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las grandes y pequefias, encontrando 1 ovocito de 3 ovarios aspirados por
subgrupo.  Sin embargo el tamafio de los foliculos presentes fue
principalmente de <0.5 cm, encontrando una mayor cantidad de ellos en las
grandes (n=29) que en las chicas (n=13). Estos foliculos presentan un
problema técnico para poder ser aspirados dada su pequefia superficie y
volumen. De los foliculos de tamafio adecuado para la aspiracién (0.6-1 cm),
hubo 3 en los animales pequeiios y 6 en los grandes, de los cuales fue posible
obtener s6lo 2 ovocitos. Al momento de disectar los 6 ovarios aspirados fue
posible obtener 42 ovocitos mas, lo que en promedio fue de 7.33
ovocitos/ovario, confirmando que la técnica de diseccion fue fa mds eficiente.

A pesar de la eficiencia ya explicada, existieron diferencias individuales
importantes. Los rangos de obtencién de ovocitos fueron amplios en cada
uno de los subgrupos, encontrando ovarios con cantidades de ovocitos que
fluctuaban desde O hasta 88. Esto es atribuido a la variabilidad en el material
biolégico procedente de perras de las que se desconocen los antecedentes
reproductivos la edad precisa, las condiciones en las cuales han sobrevivido
y atin enfermedades padecidas. El grupo ¢n donde hubo mayor vanabxlxdad
fue el de las hembras prepiberes.

Las investigaciones en este campo han empleado diferentes técnicas para la

obtencién de ovocitos de perra. Mahi y col. (64), trabajando con ovanos de ©
*75 hembras procedentes de un centro de sacrificio, asi como de una Clinica -

Veterinaria, puncionande con aguja todos los foliculos observables y después

lavindolos y colectandolos en caja Petri, reportaron la obtencion de un total -

de 429 ovocitos, lo que equivale a 2.86 ovocitos/ovario y 5.72/perra. Esto
resulta ser inferior al nimero de ovocitos obtenidos por diseccion en el
presente trabajo (aunque si se consideran los procedentes de foliculos es

mayor). Dado que las perras estaban en diferentes etapas del ciclo estral, se .

-entiende el reducido niimero de foliculos encontrados.

Por.otra parte Yamada y cols. (103), utilizaron una técnica similar a la de
Mahi y col. (64), con ovarios de 16 perras Beagle de 1 a 7 afios de edad en
estro, -las’ cuales recibieron previamente un tratamiento superowvulatorio,
obtuvieron en promedio 60 ovocitos/perra (30 ovocitos/ovario) lo que resulta
ser superior 2 lo encontrado en este trabajo de tesis, sin embargo, en la
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investigacion de Yamada y cols. se utilizaron perras de raza y talla
homogénea y ademds la coleccion fue producto de un tratamiento
superovulatorio. Cabe mencionar que dichos autores reportaron también una
variabilidad en la respuesta individual en la coleccién, lo que implico
encontrar desde 18 ovocitos hasta 164/perra.

Farstad y cols. (34), utilizando como modelo experimental al zorro silvestre
encontraron que los ovocitos pueden ser colectados y procesados con éxito
con la técnica de maduracién atn a 6-8 horas de muerta la hembra donante.

Nickson y cols. (69), utilizaron ovarios procedentes de perras sometidas a
cirugias en clinicas veterinarias en cualquier etapa del ciclo estral y
colectaron ovocitos por diseccion. Las perras utilizadas (n=14) fueron
clasificadas de acuerdo a la etapa del ciclo estral en que se encontraban
(exclusivamente por hallazgos ovaricos). En las prepuberales pudieron
colectar 15.5 ovocitos/perra, en las de fase folicular 62/perra, las de
metaestro 46/perra, las de anestro temprano 85/perra y finalmente las de
anestro tardio 104/perra. Estas cantidades resultan ser mucho més elevadas a
lo encontrado en el presente trabajo de tesis utilizando la misma técnica de
obtencién, sin embargo, debe considerarse la condicidn corporal de los
animales que acuden a una Clinica Veterinaria para la prictica de una cirugia
comparada con la de los animales que Hegan a un Centro de Control Canino.
Es evidente la mayor disponibilidad de ovocitos por medio de la técnica de
diseccién procedentes de ovarios de pefras adultas tanto en el trabajo de
Nickson y cols., como en este trabajo. Cabe hacer mencién que de los
ovocitos obtenidos por Nickson y cols., el mimero de ovocitos degenerados
fue de 55% en perras prepuberales, el 8.1% en las de fase folicular, el 13.0%
en las de metaestro, el 15.9% en las de anestro temprano y el 14.4% en las de
anestro tardio, lo que pone de manifiesto la potencialidad para el cultivo de
ovocita de las perras adultas. Los ovocitos seleccionados para su cultivo por
los mismos investigadores, bajo el criterio de forma y color del citoplasma,
asi como presencia de un minimo de dos capas integras de células cumulus
fueron 0%, 19.4%, 22.5%, 15.3% y 24.0% respectivamente, para las perras
en diferentes estadios reproductivos, lo que reafirma la preferencia de
utilizacion de ovocitos procedentes de ovarios de perras adultas para este tipo
de estudios. Con el estudio de Nickson y cols. fue posible precisar que las
hembras en anestro tardio poseen el mayor numero de ovocitos disponibles,
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mientras que una reducida cantidad fue obtenida de aquellas con tejido liteo
funcional. Es conocido que durante el diestro se producen oleadas de
crecimiento folicular, en las especies domésticas, pero no progresan a un
estado preovulatorio debido al mecanismo de retroalimentacion negativa de la
progesterona proveniente del tejido liteo sobre el hipotilamo e hipofisis; asi
mismo los autores sefialan la importancia del papel de las células cumulus
para la maduracién del ovocito y desarrollo temprano del embrién in vivo,
recalcando su importancia en la transferencia de nutrientes desde la
granulosa. Cabe sefialar que las células cumulus, en el caso de la perra,
permanecen unidas al embrién hasta el estado de morula (64).

En cuanto al patrén de tincién vital se refiere, con la utilizacion del azul tripdn

se encontré un esquema diferencial para los ovocitos vivos y muertos. En el

caso de los vivos el colorante se acumuld alrededor de la zona pelicida sin
penetrar al ovocito o células. cumulus. En los muertos el colorante se
distribuyé de manera uniforme en las células cumudus, zona pelucida y
ovocito.

Por otra parte se:ha- seflalado la particularidad que presenta el perro
doméstico; en cuanto a la maduracién de sus ovocitos. La ovulacién en esta
especie. 'puede ' ocurrir en cualquier momento dentro de un periodo
comprendido: desde 2 dias antes y hasta 7 dias después de iniciada la
conducta’ estral (69,103); asl pues los ovocitos son ovulados en un estado
temprano 'de madurez, poseen en ese momento una vesicula germinal y
completan la primera divisién meidtica hasta al menos 48 horas después de la

ovulacion en el oviducto, y pueden permanecer fértiles en este sitio durante

108 horés aproximadamente (69,103).

La.técnica de procesamiento y cultivo de los ovocitos de perra, una vez

obtenidos  es similar entre los investigadores en el campo’ (64,69,103).
Inicialmente existe un lavado por pasos secuenciales en una caja Petri, la cual
contiene microgotas del medio de maduracién. - En el presente trabajo se
utilizaron microgotas de 50 ul, sin embargo, otros investigadores prefieren
volumenes mayores de 0.4 ml (103) o de 0.5 ml (64), de ahi los ovocitos son
colocados en una cantidad similar del medio fresco en ofra caja Petri bajo
aceite mineral para su cultivo.
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En la presente 1nVé§txgéEléh se colocaron- - en —~promedio - 12.31
ovocitos/microgota de 50 ul.lo que difiere a lo utilizado por Yamada y cols.
(103), los cuales colocaron de 15-20 ovocltos/rmcrogota de 0.4ml.

Los medios | de cultivo uhhzados varian considerablemente entre
mvestlgadores Yamada y cols. (103), utilizan el medio TYH modificado, al
cual se le sustituyé-‘la BSA" (albimina sérica bovina) y penicilina-
estreptomicina por 10% de FCS (suero fetal bovino) inactivado y 30 mg/l de
sulfato de gentamicina,-“Mahi y col. (64), utilizaron el TCM-199 al 80%
(Sales Hank's) y 20% de FCS inactivado adicionado de 2 mg/ml de NaHCO3,
100 UV/m! penicilina G-K y 50 ug/m! de sulfato de genamicina. Farstad y
cols. (34), utilizaron para cultivar ovocitos de zorra el TCM-199 con 25 mM
de Hepes y suplementaron con 10 Ul/ml de hCG. Por su parte Krogenaes-y

cols. (58), al trabajar de igual manera-con ovocitos de zorra utilizaron TCM-~ =
199 con 10% de FCS y de manera opcional suplementaron con 2.5 ug/ml de -
FSH dado que en sus resultados no hubo diferencias cuando se le adxcloné'

esta hormona o no.

Las fases foliculares de maduracién en la mayoria de las especies domésticas

tienen lugar en un ambiente con estrogenos plasmaticos’ circulantes:y el <~
fluido folicular que rodea al ovocito tiene una alta concentracién de estradiol.
Enla perra la situacion es diferente, la progesterona estd presente desde antes
de la ovulacién y continiia durante la misma, ademds, la participacién de los- "
estrogenos es importante cuando el corpiisculo polar ha sido expulsado: 69). o

Por lo que otros investigadores han utilizado de manera: preferencial:la
suplementacion del medio con suero de perra en estro asi como estrad' 1 (69),"

tal y como se suplementé en el presente trabajo de tesis.

Las condiciones de incubacién fueron-similares-a las uuhzadas por-ofros v
investigadores:. temperatura 37°C;-atmésfera’ 5% de: COz 37 95% de” aLre‘:,
(64,103). Sin embargo, otros preﬁneron usar 39°C ‘asi como el reemplazo de
la mitad del medio:de cultlvo cada 24 horas durante todo el periodo de_‘

mcubaclén (69)
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Las células cumulus fueron retlradas de manera accesxble con !a solucxén de

_hialuronidasa al 1%; sin embargo, Mahi y cols, (64) encontraron que no tenia
accién alguna y prefirieron utilizar el pipeteo para desnudarlos ésta mxsma
técmca s:gmeron Yamada y cols. (103). o .

Dado que los mecanismos’ involucrados enla secuencxa,de‘maduraclon enla
perra atin no estan determinados, en consecuencia los txempos de cultivo para
alcanzar esta condicion varfan ampliamente entre los investigadores desde 24
hasta ‘144 horas. “En ef presente trabajo se utilizé un pénodo de cultivo de 96
horas “debido - a “la* particularidad del *pobre’ desarrolI‘ .de los ovocitos
recnperados por' diseccién y a que su vida' medna ‘mas axhpha que este

periodo.” Krogenaes y cols. (58), reportaron que el ‘'c lt:vo de ‘ovocitos hasta”

96 horas proveia mejores resultados en cuanto al rompxmxento de la vesicula
germmal y expansién de las células cumulus en ovocnos de’ zon'a comparados
con aquellos cultlvados por:72 horas : :

Una vez transcumdo el penodo de mcubamén los ovocitos se ﬁ_;aron durante
el tiempo necesario para la évaporacién del fijador 4cido acéticosetanol (1: :3

vol/val), lo que ocurria en aproximadamente 2-3 min. Dado que el ovocito
resufta ser particularmente oscuro debido a la gran cantidad de-corpisculos
grasos que posee, algunos investigadores para clarificarlo .y ‘evidenciar ‘el .
material nuclear que existe en su citoplasma han utilizado la fijacién por-.
tiempos mds prolongados, como por ejemplo 12 horas. o .inclusive: la’

participacion de otro fijador como el dcido acético:etanol:cloroformo (3:6:1

vol/vol/vol) durante 2-3 min. y posteriormente acido acético etanol por 24"
horas a 4°C (104) Finalmente los’ ovocuos se tifien con acetorcema y se:

observan al microscopio.

evaluados 321 .(85.1%).- Krogenaes v co]s (58), reportaron queien 573

avocitos cultivados' de zorra umcamente pudlero er: evaluados . 325
(56.71%), debido a.la dificultad. ocasionada por'el exceso de corpusculos
grasos del ovocx(o yala prescencxa de celulas cumulus ;
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De los 321 ‘ovocitos evaluados’ 221 (68 84%) pen'nanecleron en estado de
vesiculagerminal 'y 100" (31. 15%) uuclaron la Prometafase al cabo de 96
horas de cultivo (Ver figuras 4yS). : ,

Los ovocltos

invariablemente en stado de vesicula germinal, Ia’ cual puede permanecer
durante varios dias mas." Mahx y col. (64), tifieron ovocitos inmediatamente
después de su coleccion y encontraron que ¢l 98.9% tenfa vesicula germinal,
1a cual permanecié en ‘el 52.5% de los ovocitos ain después de cultivarlos por
72 horas._‘Yamada y cols. (103), reportaron la presencia de vesicula germinal
en el 88.6% de ovocitos preovulatorios a 24 horas de cultivo, en el 68.2% a
48 horas y en 62.6% a 72 horas por lo que se considera que lo encontrado en
el presente trabajo de tesis concuerda con lo reportado por dichos autores.
Por su parte, Farstad y cols. (34), reportaron que en ovocitos de zorra el
rompimiento de la vesicula germinal es temprano 91% a 24 horas de cultivo y
del 100% a 48 horas de cultivo. Krogenaes y col. (58), coinciden en que el
rompimiento de la vesicula germinal de ovocitos de zorra inicia a las 24 horas
de cultivo, lo que se incrementa hasta las 96 horas y que la Metafase II se
inicia a 48 horas de cultivo y se incrementa hasta las 96 horas. Yamada y
cols. (104), comparando e! desarrollo.en cultivo de ovocitos provenientes de
perras superovuladas y testigos (no superovuladas) encontraron que en el
primer grupo la permanencia de la vesicula germinal a las 96 horas fue de
67% y alcanzaron Metafase II el 28%, en el segundo grupo la permanencia de

vesicula germinal a 144 horas de cultivo fue 91% y los que mostraron ..
Metafase II apenas el 9%. A 72 horas de cultivo los mismos autores reportan:
un méximo de 31.9% de ovocitos que alcanzan Metafase II, los cuales -
sumados a otros que presentaron alguna fase de la primera divisién meiotica '’
representaron en total un 38,2%, Mahi y cols. (64), con el mismo tiempo de . .
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cultivo - obtuvieron 25.4% de ovocitos con Metafase I y II, cabe hacer - Sl

mencién que en ese trabajo se clasificaron indistintamente en Metafase [y 1I;

sefialando que el corpiisculo polar es facil de perderse durante el proceso’de -/,

fijacion lo que dificulta diferenciar las etapas aunque la reduccién
cromosémica puede tomarse como criterio para una determinacion certera.
Sugieren ademds que la mejor visualizacién del corpisculo polar ocurre
cuando la corona radiada no es removida completamente,




En el presente trabajo se encontraron cromosomas en el 31:.15% ‘de’los. " i
ovocitos cultivados evaluados; mismos que tuvieron una dxsposxcxén de:

Prometafase segin la clasificacién empleada por Yamada y cols. (103). :El

valor absoluto de maduracién encontrado en el presente estudio coincide con
lo reportado por Mahi y cols. (64) y Yamada y cols. (103); sin embargo el
estado de desarrolio no lo es, lo que obliga a realizar mds experimentos en o

este sentida para verificar a distintos tiempos de cultivo el estado auténtxco de
la situacion nuclear. g
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9. CONCLUSIONES.

9.1 - El tener como modelo experimental al perro doméstico en cualquier
proceso de la técnica de fertilizacion in vitro resulta problematico, debido a la
insuficiente accesibilidad de material biolégico, esto es, variabilidad en
cuanto a Ja cantidad y calidad de las hembras sacrificadas en los centros de
control canino, y a la incierta anamnesis con énfasis en aspectos
reproductivos de los animales ahi remitidos.

9.2 Al ser la perra monoéstrica estacional, el nimero de ovarios que -
presentan foliculos apreciables aspirables (0.6 a 1 ¢cm de dxémetro) se reduce:”
a cierta temporalidad, lo cual resulta ser un factor limitante para I obtencxén :

de ovocxtos por la técnica de aspiracion.

9. 3 El método de d!secclén pemute obtener un mayor' @

obtencién a cons:derar por la ausencia de contammactd ‘microbiana’en los i
culuvos = .

96 La tmclén con: azul trxpan fue concluyente, ya que pemute observar
répxdamente la wabnhdad de los gameto ; R i
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9.7 La técnica de tincidén a base de solucién hipotdnica, alcohol acido y
acetorcefna, es un proceso muy prictico, ya que permite observar
perfectamente el interior del citoplasma separando las células ciimulus; en
comparacion con técnicas basadas solamente en una fijacién con alcohol
dcido de 12 a 24 horas y mas tarde la tincién con acetorceina, donde el color
y la cantidad atin persistente*de células ciimulus dificultan observar con
claridad. :

98 La suplementacxén del medlo ‘TCM 199 adicionado con L-glutamina,

piruvato,. lactato y. sulfato de gentamlcma, con’el: 10% de suero de perraen .-
; sulté adecuad para obtener ‘31 5% de; o

calor y lug/mi: de
maduracién,”

9.9 Adin cqn d
68.84% - de
cultivo. -

/ ! d OC| pa{a",e _cultti'v‘o un
lo conservaron la esicula’ germinal hasta'las 96 -horas de

53



10. RECOMENDACIONES.

10.1 Los resultados del presente trabajo sugieren la utilizacién de materiél'
bioldgico procedente de animales con una historia clinica bien conocnda y una
homogeneidad en cuanto a raza, talla y edad. B

10.2 Se sugiere probar la obtencién de ovocitos através de la mmersnén de: L

la génada en un medio de cultivo y puncionar ahi los: foliculos’ observables
tal y como lo describe Mahx y cols (64).' . “

103 Con-elaclonarlatéc cade
estral en la cual se encuentre
comportamiento de los ovocltos
cultivo.

10.4 Se recomienda corre
con un patrén morfoldgico : par
presentan los ovocitos colectado
los ovocitos para cultivo,

10.5 Es importante reahzar tincio
iniciando desde las pnmeras 24 1
maduracién.

10.6 - Existe controversia en !
medio de cultivo. Sm embargo onsxderando el ambiente hormonal que tiene
el ovocito in_vivo durante st proceso de maduraclén resulta conveniente la
utilizacion del suero de perra en calor, asi pomo la adicién de estrogenos.
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' ANEXOS



MEDIO DE MADURACION,

Componente:

Medio:199 (Sales Hank's) adicionado con L-glutamina’
0.25 mM - Piruvato de Sodio

- 4,79 mM Lactato de Sodio

50 ug/ml" Sulfato de Gentamicina

NOTAS : :
- Ajustar la osmolandad 2280-290 mOsm con NaCl..
-~ " Ajustar el pH a 7.3-7.4 con NaCl : :
- Filtrar en un frasco estéril; :
= . Suplementar el dia de uso con;
© 20 ugestradiol, - ; :
10% suero de perra en estro ﬁltrado

Fuente: Nickson, DA y cols., 1993,



MEDIO DE LAVADO.

Componente :

Medio 199 (Sales Hank s) adlclonado con L-glutamma
25 mM HEPES .- i
50 ug/ml Sulfato de Gentamxcma

NOTAS:
- Ajustar la osmolandad a 280-290 mOsm con NaCl.

- - Ajustar el pH 2 7.3-7.4 con NaQH.
- Filtrar en un frasco estéril,

Fuente: Nickson, D.A. y cols., 1993. °



- SOLUCIONES CONCENTRADAS.

Solucxén Salma 1sotomc e
9% NaCl por ll'trod agu b'desulada &

17-beta-es(ra

macenar en congelacion.

; SOugpormld"N‘ClO

Hlaluromdasa al-1%
lmg por ml de PBS

. Solucron Buﬁ'er de Fosfatos (PBS) e F
T4g. NaCl; 0.9532g NaHPOg; 0, 5556g NaH2P04 por it de agua

Acndo aceuco-etanol (1 :3). Preparar jUStO antes de usarlo

Orceina acétlca 4 :
ARLTS peso/volumen EI solveme es 60/40 (agua/acndo acéhco) Filtrar
antes de usar, - 0
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