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RESUMEN. 

RUIZ JIMENEZ PERLA CITLALLIN. Obtención y Maduración in vitro de 
ovocitos de perra (Bajo la dirección de MVZ.DMV. Javier Valencia Méndez; 
MVZ.PhD. Rosa María Páramo Ramlrez; MVZ.MenC. Demetrio Ambriz 
García; MVZ.MSc. Salvador Romo García y MVZ. Carlos F. Esquive! 
Lacroix). 

El presente estudio ,tuvo como objetivo el desarrollar las técnicas de 
obtención y maduración de ovocitos de la perra doméstica (Canis fami/iaris) 
como parte de la técnica de fertilización in vitro (FIV). La implementación de 
la FIV utilizando a la perra como modelo de investigación permitirá 
transpolar y aplicar estas técnicas a otros cánidos silvestres en peligro de 
extinción, 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 solución salina fisiológica a 37ºC. En la 
primera fase del experimento se compararon tres técnicas de obtención de 
ovocitos: aspiración de folfculos, disección y aspiración más disección. Las 
perras se clasificaron en dos grupos seglin su edad: prepúberes (n=30) y 
adultas (n=30). A su vez cada grupo se subdividió de acuerdo a su talla en 
grandes (n=l5) y pequeñas (n=l5). Por lo mismo, el número de ovarios por 
grupo fué de 60. Con la técnica de disección se obtuvieron 614 ovocítos 
competentes a partir de 60 ovarios, con un promedio de 10.22/ovario. La 
técnica de aspiración sólo pudo ser efectuada en 6/60 ovarios, recuperándose 
tan sólo 2 ovocitos. Con la técnica de aspiración más disección el número de 
ovocitos obtenidos fué bajo, de 6/60 ovarios se obtuvieron 44 ovocitos. Se 
pudo comprobar que Ja técnica de disección de ovarios es la más eficaz para 
recuperar ovocitos ya que de 60 ovarios se obtuvieron 614 ovocitos 
competentes. Las perras adultas, tanto de talla pequeña como grande 
produjeron más ovocitos que las prepúberes (481 vs 133). Existiendo 
diferencia significativa (P<0.05) entre los subgrupos de animales prepúberes 
grandes y adultas pequeñas y grandes. Para la maduración se cultivaron 394 
ovocitos obtenidos por disección, los cuales fueron cultivados en TCM-199 
(Sales de Hank's) adicionado de L-glutamína, piruvato de sodio (25 mM), 
lactato de sodio (4.79 mM), gentamicína (50 ug/ml), estradiol (20 ug/ml), y 



10% de suero de perra en celo. Los ovocitos se mantuvieron en cultivo en 
microgotas, a wia temperatura de 37ºC en wia mezcla de aire más 5% de 
C02 durante 96 horas. Para la evaluación de la maduración, 338 ovocitos se 
tideron con acetorcelna, de los cuales sólo 321 pudieron ser evaluados. De 
éstos, 221 ovocitos (68.8%) presentaban veslcula germinal y 100 (31.1%) 
estaban en prometafase. Se concluye que la técnica de disección es la más 
eficaz para la obtención de ovocitos de perra. Así mismo, con la técnica 
utilizada solo se pudo alcanzar una maduración parcial de los ovocitos. 



l. INTRODUCCION. 

En los últimos allos, el campo de la reproducción animal ha sido objeto de 
numerosas ·investigaciones encaminadas al perfeccionamiento de técnicas 
tales como la fertilización in vitro (FIV), misma que es base prometedora 
para el mejoramiento genético de las especies productivas ( 43,92, 1 OS) y Ja 
preservación de especies en peligro de extinción (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, aún no se ha tenido éxito con los cánidos (34,63,64). 

Lo anterior quizas se deba a que el interés por la reproducción de la perra se 
ha dirigido más hacia el control de natalidad. Otra razón pochia ser la 
dificultad para conseguir el material biológico requerido para los estudios 
(4,32). Por otra parte la investigación de la FIV en los canidos también puede 
ser utilizada para desarrollar técnicas de control de la reproducción. 

Aunque el mejoramiento y manipulación genética de las razas constituyen 
puntos importantes en el manejo zootécnico de los cánidos, no representan el 
único factor que incentive a una mayor investigación sobre FIV. De hecho, la 
importancia de profundizar en el desarrollo de técnicas vanguardistas en la · 
reproducción canina, se fundamenta en la obtención de herramientas útiles 
para desarrollar programas encaminados a la preservación de especies afines 
en peligro de extinción; 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 metodología 
para desarrollar cada una de las etapas involucradas, en la especie estudiada. 
La obtención y maduración de ovocitos, son fases de incuestionable 
importancia en dicho proceso, lo cual constituye el tema central del presente 
estudio. 
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2. REVISION DE LITERATURA. 

2.1. ASPECTOS REPRODUCTIVOS DE LA PERRA. 
2.1.l ASPECTOS ANA TOMICOS. 

. Existen marcadas diferencias en cuanto a la anatomía de los órganos 
reproductivos de los mamíferos, la perra en particular posee una vagina 
larga, siendo más amplia en su porción craneodorsal, donde se observa la os 
externa del cervix. El útero es bicornual y consta de un cuerpo corto de 
paredes gruesas y unos cuernos largos, delgados y rectos dispuestos en fonna 
de "V" (2,47). 

Los ovarios de la perra son órganos pares y ovalados que se localizan en la 
parte superior de la cavidad abdominal, por detrás de los riilones, 
aproximadamente a nivel de la tercera o cuarta vértebra lumbar. Son 
relativamente pequeños, con un tamaño aproximado de 1.5 x 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 preñez se toma visiblemente áspera y nodular 
(16,57). 

El tamaño del ovario aumenta en el procstro, alcanzando su máximo peso y 
tamaño al momento de la óvulación, después de lo cual disminuye 
paulatinamente. hasta el anestro (16;57);--En las perras adultas la correlación · -
entre el peso de los ovarios y el corporal es de 0.77 (16). - · 

~- ~ :', ' ~ '. ·: - . ' ' -~.·' .": 

Dos características . ~i~ficati~a(d~l . ovario. cani!Íci "en r~ferencia a su 
anatomía son elligamentó ovárico, el cual es cciito y en .:foriná de abanico, y 
el• desárrollo. pleno• de"la. bolsa ovárica,; que· envueivé coinpÍetiurienie a la 
gónada y posee paredes grasas y luía abertura de ·º :2 a l. 8 cm de -largo 
(2,16,47,57). . 
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2.1.2 
2.1.2. l 

ASPECTOS FISIOLOGICOS 
DINAMICA OV ARICA 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 lliteractuantes tales 
como el tiempo en el cual alcance su peso adulto, los celos silenciosos que 
dificultan el diagnóstico del primer estro y la raza del animal, siendo más 
precoces las perras de talla pequeña (35,66,84,101;107). 

Fisiológicamente la hembra canina es monoéstrica estacional, por lo que 
solamente tiene una etapa de aceptación· en: cadá 'CiclÓ reproductivo, con 
duración variable (16,20,57,66,107) y con intérvalós entre ciclos, de 5 a 12 
meses (19). ··· ···· ··· 

Los mecanismos básicos de control de la función ovárica, son los mismos 
existentes en 'otras especies que presentan estro estacional, aunque todavía 
hay qúe ésclarecer Jos factores precisos que inician el retomo a la actividad 
selCUal e i!Ícluso, aquellos que determinan un período de latencia sexual tan 
prolÓngada. 

El ciclo reproductivo está controlado por tres grupos hormonales principales: 
las hormonas liberadoras, las gonadotróficas y las esteroides. Las primeras se 
originan en el hipotálamo y controlan la síntesis y liberación de las hormonas 
gonadotróficas (Hormona Folículoestimulante (FSH), la Luteinizante (LH) y 
Pro!actina (PRL)), regulando así, la maduración de las células germinales y la 
producción de las hormonas esteroideas: estrógenos 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 incremento en los niveles plasmáticos de 
estrógenos durante el proestro, alcaÍ1zando su pico al. finál ·de este· periodo y 
descendiendo posteriormente; esie pico 'precede al notable incremento de los 
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niveles máximos a lo largo de los dos últimos dlasdelpioestro y los primeros 
cuatro dlas del estro. Juntci con'ésto, se observa 'el increnienio significativo 
de los niveles plasmáticos de progesteroita desde la úHimá fa~e ·del proestro, 
alcanzando sus valores más 8.Jtos desde el día 7 del. estro ÍlproXiniadaÍnente 
(17,30,44). .. . . . 

Como es bien conocido, el ciclo estral de la hembra canina, consta de 4 fases: 
proestro, estro, diestro y anestro (16,35,66,107). · 

PROESTRO.. Es el comienzo de la estación reproductiva o de, actividad 
sexual y el periodo. de desarrollo folicular que precede al estro. Se extiende 
desde la· primera observación .del sangrado vaginal, hasta cuando Ja perra 
acepta la.monta.del macho. El proestro, etapa de dominancia estrogénica, 
normalmente ·dura. cerca de 9 días, teniendo un intervalo de 3 á 21 días 
(2, 19, 72,98) .. 

En esta fase se fü:va a cabo el desarrollo folicular, por efecto de la FSH y los 
estrógencis; que alcanian su máximo nivel al final del periodo. En el 
· proestro temprano existe una concentración de estrógenos mayor de 2.5 pg/ml 
y en el taÍ"dlo sé' alcanza niveles. de hasta 100 pg/ml, uno a dos dlas antes de 
comenzar' el esiro (19),•declinando cuando la aceptación se observa por 
primera vez:· Durante. los. siguientes 5 a 9 dlas, las concentraciones retornan 
paulatinamente a los Ílivél?s basales (8 ng/ml) (35). 

!.:'.'' r',' .. • 

Las. conceAtr.~ci~~es; de. progesterona permanecen basales (menos de 0.5 
ng/ml) durante losdos'átres'días previos a la aceptación, posteriormente hay 
un ·ligero diierémentÓ'º por eiicillla de O .s ng/ml, relacionado con la 
luteinización' préovulatoria· de los folículos ováricos (71). 

: . . '·.·-: . - ' . . - ~' . 

·._ · .... -·.,, --· .'.··;~./. . . - . - .. ' 

Porsu parte la LH sérl~a permanece en concentraclones casi ba~~les durante 
la mayor parte ,de estafase (l .7~Ú ng/ml) y empieza a: iñcrementarse. al final 
de ella para álcanzir supico después de iniciare! estro (17,20,50). 



Cuadro 1. NIVELES HORMONALES EN LA SANGRE DE LA PERRA --
BEAGLE. - -

Etapa LH . -- · FSH. - _ . --· Prolactina : Progesterona Estradiol 
ReproducHva (ógtml) : (ng/nil) ' (iíi/riilf. - (iíwlill> ·· (pg/ml) 

;.'>:'h;-,' 

Proestro 
Estro 

Diestro 
Gestación 

-2.8:1:0.1· · 59±9 _ .. 21 
36:f10· . 16Ú37 ; 32. 

•. ___ -•••. __ . , 29?.o~\ 
4,2:1:u : 108:1:19: · 20 a3FC 

-- 3.0:1:0.2'J91:1:21c.· 51:1:14••.~ 
-··. 255±28·~- • 

·?255±28**. 

Anestro 2.8~0.3 ';-·~'. ~:~.~-~~-~:-~-;: 
Final - del 21a15 '.240~2.94 1.95 

· anestio ·- -·· ·- · ··-·-·· 3Ú5_ · 

:!: Desviación estándar promedio 
• Valores pico .· _ · 
••- Días 55-58 de gestación 

>· 1.-7±0.3 
:/; <2.0• 

i~i6i·, 
;v"'15±Hi ' 
3,.8:!:Ü~~> 
1.2:!:0.4*:"~ 

0:6:1:0:1>_--
:/:<l,o·-

58:!:7 
: 69:fl l 

-- 23:!:7 
•-_·19:1:2' 

••• En el parto . ·- _ _ -__ _ : . 
Modificado de: Concannon,et al. 1978; Olson,et al.1982-. y McDonald, 1991. 

En cuanto a la Prolactina, ésta experimenta variaciones leves y se mantiene. 
en concentraciones cercanas a los 27 ñgtmí (19,66}: -

- . ~- - -

Durante _el proestro, la perra no se interes~ ~~ lo~ ma~h.os y éstes por el 
contrario, mánifiestaii gran atracción hacia ellas (72)> A medida que 
transcurre esté periodo, ta hembra se torna más pasivá· en sú resistencia a la 
aproximación del mácho. La edematización y turgencia ·de la. vulva son 
signos caracteiisticos de ésta eíapa (16,66,84). 
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ESTRO. Es . el perlcldo de la receptividad sexual, comprendido 
normalmente en un lapso de 9 días; con un i.ntervalo de 3 a 21; el primer día 
en que la hembra pennite la cópula ese! inicio del estro y la fase finaliza 
cuando ella no acepia máS la copulá (16,35,98). . . . 

.. "'··· . . . 

Vale la pen~ aclarJ que estepe~ódo esmuy prolongado en la perra, en 
comparáción ii hembras de otras especies (94). Durante este periodo los 
folículos:deGraáfalcanzan su máximo desarrollo (0.6 a lcin de diámetro) y 
los niveles séricos de estrógenos empiezan a descender hasta 69 pg/ml (66), 
coincidiendo éon un incremento paulatino de progesterona por encima del 
niveL basat'.{2 ng/ml), condición necesaria para la presentación del· celo 
(66,80):"Además hay una breve elevación de LH, de 12 a 24 horas, para 
posteriónnente descender a niveles basales (2.8 ng/ml) (66). Este pico de LH 
precede al incremento en la concentración de FSH, e inicia lá ovulación 24 a 
72 horas después (20,50,71,72). En cuanto a la prolactina, durante esta fase 
presenta concentraciones aproximadas de 32 ng/ml (66). 

Dichos cambios hormonales reflejan· acontecimientos externos, tales como 
secreción vulvar más o menos hemorrágica, inflamación vulvovaginal 
marcada, textura vulvovaginar suave y fláccida, reflejo de ladear la cola, as! 
como atracé:ión y aceptación del macho (19,107). 

DIESTRO; .· .·Es la etapa posterior al celo, mediada por la progesterona; su 
duración promedio es de 57 a 68 días en la perra gestante y de 60 a 80 en la 
hembra vacía (98). El diestro comienza cuando una perra que ha sido 
receptiva, rechaza abrnptamente al macho (72). 

Durante esta fase del ciclo, después de la· ovulación. se manifiesta el 
desarrollo de cuerpo. lúteo, lo que da lugar al aumento en progesterona 
circulante hásta 5 ng/ml, ·razón por la cual las perras vacfas que han pasado el 
celo son "pseudogestantes", en el sentido de que tienen cuerpo lúteo 
funcional, a pesar de . una ausencia de gestación (5,12). Dicho cuerpo 
amarillo, es refractario a dosis altas de prostaglandinas (250 ng/kg) durante 
los días uno al cinco del diestrn (35,70). · 
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Después de un pico de progesterona de 15 a 80 ng/ml hasta los 20 a 30 días 
postowlación, se encuentra una fase de meseta que declina con la regresión 
lútea, entre los 75 y 80 días posteriores, independientemente de la presencia 
de LH, cuya secreción junto con la FSH se considera episódica (35,52). · 

Por lo que respecta a los estrógenos, estos se encuentran en niveles baliales al 
principio de este periodo (23 pglml) (66); sin embargo al igual que la LH, se 
elevan durante los últimos días de la fase lútea (20,50). En cuanto· a la 
prolactina, ésta se detecta en niveles de 20 a 35 ng/ml en el diestro (35). 

Con respecto a la signologia externa, se observa que la vulva retoma a su 
tamailo normal o de anestro, perdiendo fláccidez (2, 16,35). · 

ANESTRO. Es el estado de inactividad sexual reproductiva, durante el 
cual el útero involuciona; dicha etapa comprende desde el momento del parto 
o el final de la pseudogestación hasta la fase del proestro (72); se menciona 
que durante este periodo, ni los ovarios, ni la hipófisis se encuentran estáticos 
(35). 

La duración del anestro es de 1 a 8 meses, haya o no preíle~(l9,55,98); sin · 
embargo, al igual que las otras fases del ciclo estraI, . tiene. una ·. dliraé:ión · 
variable, dependiendo de la raza, edad y estado de salud. · · ' ' · 

Al final de· este período; la LI-f pfesentaniveies',de'Ü
0

;g/;nl (66) ·que 
preparan el desarrollo ·folicularpara·iniéiar:el proceso dé.,niaduración· y 
ovulación (20,50,55). La FSH no 'manifiestalás áinplias fluctuaciones de 
concentración periféri~a obseniadasén la LH (66). · · 

Por otra parte, la. proge~té~iinase enc~entra en niv~les. basales (0.5 ng/ml) 
(55,80, 107) y los estrógenos totales en cóncentraciones elevadas (33 pg/ml) 
(66), comparables a las observadas durante el proestro y estro (44,71,80). 
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De esta fonna, durante el anestro el aparato reproductivo se prepara para el 
comienzo del siguiente ciclo; que inicia con la llegada del proéstro. 

2.1.2.2 OVOGENESIS. 

Mediánte el• pr~ce~o de ~yogé11esis s~: lleva a. cabo I.a formación, crecimiento 
y maduración de gametos femeniriós. Dfohóproceso .•inicia.cuando las células 
genninales primordiales (gonocitos) invaden '.la gónada' femenina, donde se 
diferencía1Í en.ovogonias, las cuales se·multiplican aciiv~'riente por mitosis 
incrementando. así' al máximo,··.el núniero'de 'células' germináles femeninas (91). ' ' ' .. ·, ·'.'' ·•' ' .. :.·. ,.· '. . ..... 

~<_ .. 

Antesdel nacimiento; las ovogoniassediferenclan enovocitos primarios: Las 
células epiteliales aplanadas empiezan' ii' rodearlos; con~tituyendo as! los 
foliculos primordiales.· Una vei rodeadóslos. ovoCitos primarios experimentan 
la profase de la pnmera división meiótica, al final,i:Í:ar ésta.etapa se suspende 
el ·.proceso • .. de .. división quedando' la éélula • eíi''dictioteno. Los ovodtos 
primarios pennanecérán así durante el resto del desarrollo embrionario, de tal 
modo. que al nacimiento la hembra presentá ya en sus ovarios un número 
detenninado de células genninales, el cual no aumentará sino por el contrario 
irá disminuyendo conforme transcurra el tiempo(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 a los 5 afios y a 
500 a los 10 años (82); la gran mayoría de estos ovocitos sufrirán atresia 
durante la vida de la hembra y únicamente unos cuantos podrán formar parte 
de un folículo de De Graaf y serovulados (40,47,54). 

Bajo influencia de factores intrínsecos ováricos algunos folículos primordiales 
crecen y se desarrollan a folículos primarios, provistos de células cuboidales 
que se multiplican aceleradamente por mitosis. En esta fase también tiene 
lugar la fonnación de la zona pelúcida y las tecas interna y extema (1,47). 
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Confonne el folfculo crece,_eÍ ovocitoprimario es rodeado por una masa de 
células graimlosas que constituyen la :capadel mismo, nombre y coí1fonnan el 
denominado cumulus oophurÍis afcjue se _encúentra sujeto.· Esta estructura 
recibe el 1Í01nbrc de folfculo'secundario (40,47)::. · 

-·, ;_,··';/~·~/'::..::-· :.::·.: ._;~» .-.-.' :i~:'.~·t 

Posterionnente el .folfcuio é~p~~iJ~~;;;~. una ;tercera· fáse .. de crecin1ie1Íto 
(folículo de De. Graaf), durante la cual él 'antro 'o cavidad folicular se llena de 
liquido folicular aiíÍneniaíido '"su . diámetró . (Figtira !). Siendo . el . anibiente 
donde el ovoéillJ ccintinúá su.1liadliración(66). ·,., · · 

Figura 1 .. MORFOLOGIA DEL FOLICULO DE GRAAF Y ESTADOS DE 
DESARROLLO DEL OVOCITO. 
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Durante la meiosis se llevan a cabo dos divisiones, cada una de las cuales 
consta de profase, metafase, anafase y telofase. En la primera división 
(reduccional), se disminuye a la mitad el número de cromosomas 
característico 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 núcleo, resultado de un proceso de 
espirilización de la cromatina; por su parte el núcleo aumenta ligeramente de 
tamaño 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 espirilización de los cromosomas (intercambio de 
material genético) se provoca que éstos se vean aún más gruesos, además 
durante esta etapa hay un crecimiento del núcleo (l,91). 

La fase de diploteno comprende una mayor separación de dichos 
cromosomas, es decir, ya es posible evidenciar los dos cromosomas 
homólogos separados. En las hembras de los mamíferos domésticos las 
células que sufren meiosis pueden permanecer en esta etapa por largo tiempo 
y en la mayoría de las especies, los ovocitos entran en profase I antes del 
nacimiento permaneciendo asf hasta la pubertad, momento en el cual 
reanudan la meiosis; durante todo este tiempo los ovocitos pennanecen en 
dictioteno, endonde existe desespirilización de los cromosomas y sfntesis 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 cromático 
(91,97). 

La segunda fase de la meiosis denominada metafase I, ·iniCia . cuando la 
envoltura nuclear desaparece completamente y empieza la forrnaéiÓn del huso 

10 



Figura 2. PROCESO DE OVOGENESIS. 
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cromático (97); donde los cromosomás homólogos que aún permanecen 
apareados se ubican alrededor del ecuador de dicho huso (91 ). 

. : . . . 
. ·. ' .: 

Posteriormente en la anafase'r ~~·la primera división m~iÓtica; un cromosoma 
homólogo completo migra hacia unó de los polcis, mientras que el otro lo hace 
hacia el polo opuesto. Al. desplazarse los cromosciriías hacia los· polos hay un 
acortamiento de las fibras Cí:omosómiéas que componen el huso. Finalmente, 
la te lo fase I de la primera di Visión miíiotica suele· ser corta; los cromosomas 
se desespirilizan y se integra .de rfoevo la erivoltura nucléar (91 ): 

En la segunda división d~ la ihacÍúrii~iÓ~ :1 ovo~ito secundario se divide en un 
ovótide (n) y en el segundo cüerpopolar, que al igual que el primero (se halla 
dividido o no) queda atrapado enda'. zóna' pelúéida del ovocito donde 
degenera (1,4 7). - - -- · 

Durante la profase II, hay condensació~ de material riude~. desapari~ión del 
nucléolo y de la envoltura nuclear, al mismo-tiempo.que se inicia la formación 
del huso. En la metafase U, los cromosomas se alinean en el ecuador y cada 
cromosoma se asocia por ·su·· "ceóti-ómero · con fibras cromosómicas 
provenientes de uno y otro polo del huso. En la anafase Il. los cromosomas se 
parten a nivel del centrómero, las cromátides se· separan y migran hacia los 
polos; durante la telofase: II las éromátides se desespirilizan, se integra la 
envoltura nuclear y aparece de nuevo el nUcléolo (91 ). 

Cabe hacer mención que el ovocito detendrá su proceso de maduración en 
Metáfase II y sólo lo ·reanudará si recibe un estímulo adecuado que, en la 
mayoría de las ocasiones, es la penetración del espermatozoide; resultando 
con ello la formación '.'de dos células, una pequeña de vida muy corta 
denomiilada .'.'segwido ·cúerpo polar" y la otra voluminosa, llamada huevo o 
cigoto, la ·cual si es fertilizada inicia el desarrollo embrionario. En caso de no 
haber fecundación el ovocito sufre autólisis (l,47,91). 
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2.1.2.3 OVULACION. 

En la perra los gametos femeninos se encuentran en : la primera división 
meiótica (ovcicito primario) al momento de producirse la ovulación (19,94), 
midén de 90 a 110 micras de diámetro (66) y maduranl1asta dó~ a tres dlas 
después de ovular, es decir, 4 a 5 días después derpico de: LHJ Desde este 
momento, el ovocito tiene una vida fértil de 48 a 7.2:horas (18). '. El núm.ero 
de ovocitos ovulados por foliculo puede variar, pues íniéntras álguiios aUtores 
mencionan que solamente tienen uno, otros indicari'que'pilede Iiáber diez o 
más ovocitos en cada folículo (89). ·;~ .::. ·_ ~·: 

- -:.:/::_· ~:; ·.·.'>'· :;'~' · :·:: : 

El proceso de ovulación es espontáneo y tiene lug~t;elos:-dlatl\a4 ~el 
estro, aunque en algunos casos llega a rétrasárse 4 hasta¡ el -séptimo 'día 
(12,18,94,100), dependiendo de factores como la edad y la i;aza(l?):: Con 
respecto a esta última característica, perrás -de razas 'pequeñas 'ovulan de 2 a --
1 o gametos por ciclo, mientras que animales de raias· gi-andes ·oviilan hasta 20 
(66). - .. - - . - - - --··· . 

- --· . ,• . 

En la práctica, el momento en que la perra e~á prÓx¡ia a"·:oilar~~uede ser. 
pronosticado mediante la citología vaginal eXfoliativá> Iá. arborizáción 'del 
_moco cervico-vaginal y pruebas hormonales ené:amiñadiís- a-:éieieilninar la 
concentración plasmática de progesterona (10,30,31). Experiáíéntalmerite se 
utilizan ultrasonografias, endoscopias, laparotomías, laparosco¡:Ílas y análisis 
histológicos ( 49 ,61,63,98, l 00). · 

Endocrinológicamente la hembra canina difiere de otras especies de 
mamíferos en esta etapa. En ella se empiezan a generar pequeñas cantidades 
de progesteroua varios días antes de ovular, alcanzando niveles circulanies 
de hasta 2 a 3 ng/ml durante el pico de LH y de 3.4 a 6.6 ng/ml al producirse 
la ovulación (10). Después de la ovulación, la concentración de estrógenos 
desciende hasta niveles basales (5,17,31,94,101,107). 
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En cuanto a los follculos; su acelerado crecimiento y maduración final, es 
inducido por el pico de LH, que culmina con la ovulación dos o tres ellas 
después (10,18,19,95,98,100). Se considera que los follculos de De Graaf 
alcanzan diámetros de 0.6 a 1 cm y los ovocitos miden de 90 a 110 micras en 
estados similares de evolución (66, 73); los folículos que no llegan a ovular 
tras la onda de LH, sufren degeneración y atresia (35). 
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2.2 OBTENCION Y MADURACION DE OVOCITOS 
DE CANIDOS. 

OBTENCION. 

Para el desarrollo de la técnica de FIV, es indispensable contar con 
procedimientos idóneos que pennitan obtener y madurar los ovocitos con el 
fin de posibilitar su adecuada interacción con el espermatozoide. 

Es conveniente utilizar técnicas que sean económicas, prácticas y sencillas; 
pero sobre todo eficaces de tal manera que nos permitan obtener tanto 
cantidad como calidad de ovocitos. '· · · 

Acorde a las necesidades particulares del investigador, dependiendo del 
material biológico, recursos disponibles y el modelo animal. iffiplementado, 
existen diferentes modalidades para la obtención de ovoéitos, entre los cuales 
podemos mencionar la aspiración (in vivo y postÍnortem) y la disección. 

A) ASPIRACION. Según el objetivo existen dos formas de recuperar 
ovocitos por aspiración: en animales in vivo y en hembras sacrificadas. 

En ei primer caso .. se utiliz.il la. técnica conocida como aspiración guiada por 
ultrasonido, en donde por,.via vaginal se introduce una sonda modificada. 
Dicho. aditamento.: forma·: p;me ·del aparato de ultrasonido y se encuentra 
adaptado para llevar:en;siqiosición interna una aguja hipodérmica calibre 18 
conectada a una manguera plástica que la comunica a una bomba de vacio. A 
continuación, por vía rectal y con la ayuda visual del aparato de ultrasonido, 
se localiza el ovario, y manipulándolo se pone en contacto con la aguja, que 
gracias a la presión negativa de la bomba, succiona el líquido folicular y los 
ovocitos suspendidos en él (75,76). 
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En animales recién sacrificados, aunque el principio es el misnio, la técnica es 
simplificada, dado que se logra un contacto manual y óptico directo con la 
gónada y se posibilita la aspiración con una aguja calibre 18 y una jeringa de 
5 a IO mi (6,38,39). 

B) DISECCION. Esta técnica se realiza exclusivameníe. en ovarios 
extraídos de hembras anestesiadas o en su defecto recién sacrificadas. 

-- -·· ·.-,- __ ,,, 

El método se lleva a cabo con la ayuda d~ úna hiijad~'is~~p~1~V~tr~ tip~ • 
de navaja, .efeétuando cortés longitudinales yfransversatés sobre la superficie 
ovárica y enjuagando repetidamente al Órgano eón soluéión salilla fisiológica 
isotónica estéril o PBS (24). - · .· ·· · · ~ . -

--;':; · .. ··:_.,__ 

; "~ - .. -. 

En las especies, t~~t~ de ;abasia cormÍ. de. fauna silve;tre o. animales de 
laboraforio, el . método más . ccimÚllÍJ!ent~ uÍilizado i ¡ilirá•: fa obtención de 
ov<iéilos es el de aspiráción;debidoa Ia facilidad co1(que sé.realiza, pero 
principalmente 'al grado. de'desarrollo'en:'el los 'ovcícifos:se encuentran al 
mo,mento de ser recuperados'. Esio és;· di ch.os' Óvocitos ya han experimentado 
wla~ Ímportanté fase del proceso de maduración, en tanto que los obtenidos 
pó~'disección se encuentran én una etapa muy temprana de desarrollo . 

. ·':-· 

p~~ lo que respi~ta a los cállidos, la obtención de ovocitos preovulatorios se 
lia realizado en ocasiones con el método de aspiración folicular postmortem 
. en hembras previamente superovuladas, y a partir de folículos cuyo diámetro 
fluctuaba ·entre- 0.5-y 21nm (103), lográndose obtener con ellos buenos 

··porcentajes de recuperación, maduración e incluso penetración espennática 
. (33,58,103,104). 

Por otro lado, Nickson et al. (69) habiendo realizado trabajos relacionados 
. con madura.ción y fertilización in vitro de ovocitos de perra obtenidos por 

·_disección, encontraron que su técnica era eficiente, señalando la importancfa 
de recuperar integros los óvocitos con las células del cumulus que los rodean. 
El 70% de Jos gametos· obtenidos presentaban como mínimo una capa 
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completa de células cumulus. A las 48 horas de cultivo, los ovocitos con dos 
o más capaS celulares mostraron expansión del cumulus, en tanto que 
aquellos provistos de wta capa, presentaron signos degenerativos. 

MADURACION. 

Como es bien sabido, los gametos deben experimentar un adecuado proceso 
de maduración que les capacite para fertilizar o ser fertilizados según el caso. 
En condiciones miturales, en la perra el gameto femenino, es ovulado como 
ovocito primario, y experimenta .. una última fase de maduración a nivel 
oviductal, adquiriendo la capacidad de ser fertilizado. De ésta manera, si se 
pretende simular lcis ·acontecimientos fisiológicos inherentes a la fertilización, 
todos aquellos aspectos qué ocurren in. vivo deben ser mimetizados en la 
técnica in vitro, otorgando particúlar importancia a la maduración, más aún si 
los ovocitos obtenidos se encuentran en estadios iniciales de desarrollo. 

En los mamíferos existe un número predetenninado de ovocitos al momento 
del nacimiento; e~tos ya han. experimentado divisiones mitóticas e iniciando 
las meiótÍcas,:. hasta ,alcanzár.el dictioteno de la profase l. Desde este 
mómento y a parti~Ae la pubertad, los gametos comienzan a madurar 
paulatinamente para ser fertilizados (46,77?90). 

_:__;e~,'-.-- -~ - -

La maduracióri;•aúnque supone üñcdesarrollo folicular,· se describe como un 
proceso eminentemente ··independiente;•qué.aciemás iIÍclÜye acontecimientos 
a nivel .de la niémbraná, cifoplásma y nÜcleo dél. ovocitci (25,29 ,65,68) .. 

El fenómeno como tal . capacita at ov~dici ;t~ ~siabÍecer mecanismos 
específicos relacionados con· "él ·.bloqueo de la polispelinia, la 
descondensación esperrnáticá'y .la fomiación .del pronúcleo mascülino. Todo 
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esto gracias a l11'interrelaci6n de factores foliculares, tales como prótidos, 
esteroides; hormonas, purimis y nUcleótidos (77). 

Mientras que a itlvel .membrana! se regula la co~cimtración de ;olutos, la 
reprográmación del citoesqueleto y las prote!nas, en el citoplasma tiene IÚgar 
la aparición del :factor desconderísador espermáíii:o, el aument_o de los ' 
gránulos corticales y el reacomodamiento de los. organelos célulares. Esta 
intensa actividad citoplásmica incluye además una importlinté Ínulíiplicación 
¡;le ribosmiías,· lo que ocasiona un incremento en' la síntesis protéiéa y en el 
volumen del ovocito, el cUal alcanza un tamaílo de hasta90 a'.\_ 10 micras en 
promedio (65,66). ·· · · 

En la maduración del ovocito, la reprogramación proiéica antes que regularse 
por transcripción, ·lo hace por traducción : se)ectiva del . ARN mensajero 
almacenado (29,46). · · 

·~ .. -( . '. 

' . . 
Por otro. lado .·el. ~úcleo,. (taÍtlbié~ _ llamado.: "~e~icula germinal" _ dada __ .· su 
prominenciá _en. et· dictioteno), continua con la;;di~siófr;meiótica;;háSta 
alcanzar la fonnación de dos células hijas; Üna de las cuáles tenia el nombre 
de "primer cuerpo polar'' debido a su estructura predoiriinanteméiite nuclear y 
pobre en citoplasma (3). •;. • 

. .' ·_, ~<··.· :.:.<·, -- . ~·· '. .~~ : ·e<~:._'-. 

Una vez alcanzada esta etapa, el o:~cit/de;l~~e·>¿u •des~rrollci: hasta.•/ 
producirse la fertilización, momentó en el cual sé lleya a éábo la segwidá 
división meiótica y con ello, la expulsión del segundóéorj)úscúlo polar/(91) . 

. , .. • .. ' .. . ··:;r;;.' 
... 

Uno de los princip~les factoresinvolucrados en la maduraciJí~·dJl;~vocitó es 
el adecuado suministro de nutrientes.• Para ·este efecfo, las é"é!Íílas foliculares 
desempeñan un importante papel; 'ya• que' medianié:t~ prolongaciones 
citoplasmáticas atraviezan .la Zona pelúcida. y : el\.e'spació perivitelino; 
facilitando el paso de factores nutricios, así, como; de iones y segiindos 
mensajeros de información, que ·como el AMPc; · a ·través de ulliones 
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comunicantes controlan el desarrollo meiótico de ovocito, manteniendo el 
estado de dictioteno (3,25,29,46,92). 

Otros factores inhibidores de la maduración se localizan en el liquido 
folicular, tal y como se describió en investigaciones desarrolladas en conejos 
y porcinos, donde se identificaron-in vitro moléculas pequeñas asociadas a 
este fenómeno, as! como nucleósidos y bases púricas y pirimfdicas (3,29). 

Bajo un estfmufo gonadotrópico, el AMPc incrementa su concentración en los 
espacios intercelulares del cumulus, induciendo la producción de moco, que 
durante el pico de LH y la ovulación provoca la expansión del ovocito signo 
característico del proceso madurativo, cuya función 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, retfculo endopláSmico liso, aparato de Golgi 
prominente, presencia de depósitos grasos y capacidad de secreción de 
esteroides. Estas células están dotadas de organelos desarrollados, y provistas 
de ácido hialurónico y glicoprotefnas en su matriz (74). Su papel principiil es 
mantener la integridad de la zona pelúcida y participar en la maduración del · 
ovocito, conservando sus niveles de AMPc. Es de destacar que durante la 
maduración in vitro el cumulus incrementa su metabolismo si el medio se ha 
enriquecido con suero (90,93,96). 

Una vez que el ovocito ha sido fertilizado, o en su defecto. activado 
partenogénicarnente, se produce la reactivación meióticay .el rompiiniento de 
la vesícula germinal, acontecimientos . inducidos ;;por:i::uná}:;pi'éite{na 
desfosforiladora aún indeterminada y facilitada por '1iis'. pi'oteiilas'~inicias y;, .. · ••. · .. 
ciclinas (21 ). · · · · · 

. ;~Ji\ ;'::';:,:~ . ·. 
El proceso de maduración del ovocÍt~~~e IÍeva a. cabo bajo un estricto control 
hormonal, interactuando en el ffiicroarnbiénte del fluido folicular, el cual 
permanece deliinitado . por una red semipermeable y . selectiva, y está 
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constituido por la secreción de las células de· Ja granulosa y el trasudado 
sérico (13). · 

En primera instancia, la LH disminuye las concentra~iones de AMPc en el 
ovocito y las incrementa en las células fü!iéúlares; de. hecho a ella se le hace 
responsable de la estimulación del AMPc dependiente_ de Urui protebia cinasa 
(3). '' - ' . 

Por su parte, la producción de ft.Ml>éesiiffiúia~lasllliesisde réceptores en las 
células de la granul<:>sa, activa el sistema.de-la aderulato eiclasa~e incrementa 
la actividad de la 3-beta:ol'.deshidiogenasa y de la áiomata~a a nivel de la 
granulosa ( 45). · - ' - ·· · 

Ambas hormonas -gonad~ttópiCa~ ~uirie~tan ·¡a·pr~ducción de progeste~ona y 
glicoproté:fnas -e.-induce Já formación' dé piruvato y lactato. a cargo de las 
células cumulus (90); · ' · · · ·- · · ·· · 

. >_.\: 

Se ha _detenruna~J ~u~ l~ i~dl!f~ci~n nuclear de o~ocitos in vitro puede s~r 
un proceso ésjiontánéo; folículoy honnonalmente independiente, siempre y 
cuando los ·gametos seán aislados y cultivados en medios apropiados (90). 

Esta maduración nuclear espontánea tiene el inconveniente de. no involucrar,.· 
la descondensación del núcleo espermático o inducirla retardadamenie; ló'qúé 
detiene el desarrollo embrionario ·normal ·hasta incorporar la participación 
hormonal in vi/ro adfoiollando 17~béta-estradiol y 17-hidroxiprogesterona 
(3,90). .· ' 

,,.. 

Existe por otra parte, la pi~s~ncia de un factor de crecimiento del pronúcleo 
masculino en· .. el,.: citoplasma del ovocito, el cual aparece durante 
elrompimientó de: la·":vésícula germinal por influencia de las hormonas 
esteroides (25,96). 
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Vale la pena aclarar que en los mamíferos, más de la mitad de los ovocitos 
experimentan atresia in vivo, particularmente en el estadio de foliculos 
antrales, observándose vacuolización citoplásmica, núcleos picnóticos, atrofia 
de microvellosidades y zona pelúcida, y aumento desproporcionado en el 
volumen mitocondrial. Este proceso degenerativo puede ser detenido si los 
gametos son aislados y cultivados in vitro, lo que les brinda la posibilidad de 
reanudar su maduración (48,68). 

En relación a los sistemas de maduración de ovocitos, en la práctica existen 
marcadas diferencias entre las técnicas empleadas, existiendo métodos en el 
animal in vivo o in vitro, que implican la obtención del material biológico y 
su cultivo en medios químicamente definidos, suplementados con algunos 
elementos, que varian dependiendo de la especie en cuestión y del grado de 
maduración de las células. 

Los gametos pueden experimentar la maduración básicamente de dos 
maneras: una, a través de ciclos naturales de la hembra y otra por medio de 
ciclos inducidos, es decir, con una hiperestimulación o sincronización . del 
animal con ayuda de productos honnonales; esto último con el fin de que el 
ovocito tenga una fase previa de desarrollo tal y como ocurre en un proceso 
natural. 

Para la superovulación 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 luteoHticos, como los 
análogos de la PGF2 alfa (40,47). · 

.. Para, lograr·'ª. superovulación en las perr~. p~éde se~~se éste esquema 
, 'i~/ií~véiri~do ~~ 1a 'f tfr~t~~:< · . · · · · ·· · 

- Inyectar es~on~ ~~~;;'~: ~og;~\~66ffig ~o/ct1a; hasta óhtener 
descarga vaginal. . . '"' ·':,. "·. 
- Aplicar 400 UI de eCG y 1000 UI de hCG. . 
- Inyectar 1 O mg de estradiol a Jos 3 y 4 dias de aplicación de la eCG y 
hCG respectivamente · · 
- Suministrar 1000 UI de bCG el primer dia del celo (103). 
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La maduración in vitro con ovo citos ·de perras ha sido abordada en los 
trabajos experimentales desde dos perspectivas; la primera de ellas ha 
utilizado la superovulación de las perras donantes, la recuperación 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 utilización 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 II (104) y hasta el 39% (69). En cuanto a la penetración y 
descondensación espermática se ha tenido mejores resultados con aquellos 
ovocitos que han experimentado un desarrollo preovulatorio inducido por ;d 
tratamiento hormonal en la superovulación. Cabe mencionar que aún así los 
resultados son insatisfactorios si se considera que apenas un 27% de los 
ovocitos fertilizados muestran estado de desarrollo de más de wia célulá y 
que sólo el 2% hall llegádo a 8 células (103). Esta baja eficiencia ha llevado a 
replantear la; metodología para la maduración in vitro de los ovocitos de 
perra, así como pcispciner el objetivo de llegar a conseguir individuos viables 
producto de maduración y fertilización in vitro de sus g¡!l11etas .. 
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3. JUSTIFICACION. 

Hoy en día, lapérdida irreparable de. algunos recursos naturales a manos del 
hombre, ha logrado despertar la conciencia de la humanidad y el afán por 
detener esta. devastadora destrucción de lá riqueza ecológica. 

~ . 

Siendo Méidco un pa!s indudablemente privilegiado en cuanto a su grari 
variedad de ecosistemas con fauna propia; es imperativo profundizar sobre 
aspectos que contribuyan a su protección y preservación, dada la escasez de 
información generada al respecto. · 

En vista de que algunas de las especies en peligro de extinción pertenecen al 
género Canis, tanto en México (Canis lupus baileyi) (85) como en otros 
paises del mundo (Canis rufus) (JI), se hace indispensable investigar sobre 
los aspectos relacionados con el favorecimiento de la reproducción en 'este· 
tipo de individuos. El perro doméstico (Canis familiaris) es un anima!' de 
fácil obtención y manejo, y además representa el prototipo del género Canis. 
Por ello, resulta ser la especie más apropiada para. el desarrollo de los 
ensayos experimentales planteados. · 

Al mismo tiempo, el desarrollo de técnicas como la FIV pu~de servir Para 
determinar los procesos fisiológicos inherentes a la fertilización; que al ser 
modificados permitan desarrollar métodos. de contror de· 1a . natalidad en el 
perro doméstico. · · 
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l. 

2. 

3. 

4. 

4. IDPOTESIS. 

La técnica de aspiración más disección (AD) provee la mayor cantidad 
de ovocitos en perras recién sacrificadas. 

El número de ovocitos recuper~dos es mayor en hembras prepúberes 
que en a_dultas. · · · · 

El ~úniero de' ~~óhitos recuperados es superior en hembras de mayor 
talla. · · · · · 

·• •• Ú~ ovocitos ~anirios p;eden alcanzar la níadur~~ión bajo condiciones 
adecuadas de culiivo in vitro. · · 
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5. OBJETIVOS. 

OBJETIVOS GENERALES. 

1. Detenninar la técnica más apropiada para obtener Wl mayor número de 
óvocitos caninos. 

2. Realizar la madu:raCión de fos ovocitos obtenidÓspor I~ mejor técnica. 

oBJETivos · i:>ARncirr_AREs. ·. · 
l. 

2. 

3, 

· Evaluar la eficiiinci~ d¿ la técnica de aspiración (A) como método 
para obtener ovoéitós de péiras recién sacrificadas. 

Evaluar laefi~ienc: de I~ técnic~ de ~secdón (D) cómo mét~do para 
obtener ovoci!os dii perras reciénsaénficadas. •·· .·· • . . 

··.· >. '····.···· •···•· ., ·• · .. ·•. .·.. . 
E val u.ar la efici~nci~ de la técnic~ de ~spiraciórÍ más.disección (AD) 
como métod~ para obtener. ovocitos .dé perras recién. sacrificadas. . 

4. Detenninar la relación exisie'nte eritre elnfutidro de ovocitos caninos 
recuperados coi! la falla y edad de la hémbradorÍante. 

5. Detennin~ el g;.adci .de maduració~ de ovocitos caninos obtenidos por 
la técnica niás efectiva, controlando variables como tiempo" y" . 
condiciones dé incubación, pH, osniolandad y suplementación de 
medios con estrádiol, suero de perra en calor, lactato; piruvato y 
gentamicina. · 
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6. MATERIAL Y METODOS. 

El trabajo se. realizó en las instalaciones del Laboratorio de Fertilización in 
vitro de la Facultad.de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad 
Nacional Autónoma de México y en el Laboratorio de Manejo de Gametos y 
Embriones del . De¡:Íartamentó de Biología de la Reproducción de la 
Universidad Autóriomá Metropolitana - Iztapalapa. 

La colección de Ill~ieri:I bioló~¿o fu~o lugar en el Centro de Control Canino 
"Dr. Alfonso ·AiJgelin( de :la Garza", ubicado en la calle Heroica Escuela 
Naval Militars/ri esquina Av. Tasqueña, Colonia San Francisco Culhuacán y 
en Centro de Contro( Canino de Iztapalapa localizado en quinta calle de 
Carlos . Mancilla· ésquiiia • Crunpana del Ebano sin, Unidad Habitacional 
Vicente Guerrero, en México, D.F; ·· -

,. ' . . . 

6.1 OBTENCION DE OVOCITOS. 

Se utilizaron ovarios dé perras recién sacrificadas remitidas para tales 
propósitos al Centro. de Control Canino de Culhuacán durante los meses de 
febrero a junio de 1994; dichos animales se dividieron en dos categorías 
según su edad: hembras prepúberes y hembras adultas. Tomando como 
sistema de· clasificación arbitraria el tamaño y superficie de sus ovarios 
(superficie completamente lisa y <Jcm de longitud: hembras prepúberes; 
superficie con alguna estructura folicular y > 1 cm de longitud: hembras 
adultas), condición dentaria (presencia de sarro dental y/o desgaste o pérdida 
de dientes: hembras adultas; sin presencia de sarro dental y presencia de 
dientes pennanentes: hembras prepúberes) y condición anatómica exterior. 
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Cada uno de estos grupos se subdividió a su vez en dos subgrupos según la 
talla del animal: grandes ( mayores de 35 cm de altura a la cruz) y pequeilas 
(menores a 35 cm de altura a la cruz), con lo cual se tuvieron en total 4 
subgrupos, cada uno confonnado por 15 hembras, lo que representó 30 
ovarios procesados por subgrupo. 

Talla No. de perras. No. de ovarios. 

Grandes 15 30 
Prepúberes 

Pequeñas 15 30 

Grandes 15 30 
Adultas o:· i 

Pequeñas 15 30 

. ·.,:. :."'· .. > 
Una vez sacrific~dos y'cl~ifícados los individuos por talla y edad se procedió 
a retirar e identificar siis ovarios utilizando frascos independientes para cada 
animal usando· hilo de color para diferenciar la gónada izquierda de la 
derecha.: LOs ·,frascos contenlan solución salina fisiológica estéril de NaCI 
0.9% (Baker, Mex) a 37ºC y se transportaron dentro de un tenno al 
Laboratorio de Fertilización in vitro del Departamento de Reproducción de la 
FMVZ-UNAM en un plazo no mayor de 1 hora. 

Una vez en el Laboratorio fue retirada la bolsa ovárica. El ovario izquierdo y 
derecho de cada animal fueron asignados en un diseño completamente 
aleatorizado a la técnica de obtención de ovocitos por disección o por 
aspiración. Los que se utilizaron en la segunda técnica fueron reutilizados 
para la técnica que se denominó aspiración-disección. , 

. . 

En los ovario~ .destinados a la técnica de aspiración se procedió a identificar 
los follculos de 6 a 1 O min de diámetro; estructuras é¡ue fueron puncionadas 
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y aspirado su contenido con una jeringa plástica sin émbolo de goma (Air-tite, 
Alemania) de 5 mi con aguja calibre 18. Dicho contenido fue vaciado en una 
caja plástica de Petri de 2.5 cm de diámetro (Nunc, Dinamarca) y se procedió 
a observar al microscopio estereoscópico (Zeiss) a 12X, para la localización 
y conteo de los ovocitos asi obtenidos. 

Para la técnica de aspiración-disección se utilizaron los mismo ovarios 
empleados en el método anterior; se les hicieron además ; incisiones 
superficiales en sentido longitudinal y transversal a un rnilfíneíro de distancia 
entre ellas, en toda su superficie y fueron lavados con PBS(Baker;' Méx) con 
un pH de 7.4 (medido con un Potenciómetro "Beckínari"); coléciáíÍdolo. en 
una caja Petri de vidrio de 15x!OO mm. Posteriorménte 'se observó aJ 
microscopio estereoscópico para buscar y contar los ovocitos. adicionales 
obtenidos. · · -

Por último, la técnica _de obtención por disección serealizó de lamisma 
manera a la técnica anteriormente descrita, con exce¡Íciórí 'de la parte iniciá! · 
de aspiración. · · · · · · ·· 

El análisÍsd~ ;datos co~pr~ndió una estadística descriptiva y una prueb~ de 
Análisis . de Váriailza. Para determinar diferencia significativa entre medias 
por grupo se utilizó la prueba de Duncan (86). 

6.2 MADURACION. 

Se obtuvieron ovari()S de perras adultas (grandes y chicas) recién sacrificadas 
en el Centro de. Ccintrol, Canino de Iztapalapa durante los meses de Enero a 
Marzo de 1995; Las gónadas fueron transportados al Laboratorio de Manejo 
di' Gametcis • y• Embriones·_ de la UAM-Iztapalapa en una solución salina 
fisiológica NaCI 0.9% (Baker, Méx) a una temperatura de 37ºC con un 
tiempo máximo a procesamiento de 1 hora. 
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Una vez en el laboratorio, a cada ovario se le retiró la bolsa ovárica y se lavó 
3 veces en una solución fisiológica estéril de NaCl al 0.9% (Baker, Méx) 
calentada a la temperatura a la cual era recibida la solución s"alina· de 
transporte. 

La técnica de obtención de ovocitos fué por Disección, para ello a los ovarios 
se les hicieron cortes longitudinales y transversáles aproximadamente a 1 
mm de. distancia entre éstos en toda la superficie ovárica. Se lavaron 
constantemente con una solución estéril de: TCM~l99 con sales de Hank's 
adicionado con L~glutamina (Gibco, EUA) y suplementado .con 25mM de 
HEPES (Sigma Ch, EUA) y 50ugtml de Sulfato de Gentamicina '(SigmaCh, 
EUA) con un pH de 7.35 y una osmolaridad de 320 mOsnlJkg (medido en 
Osmómetro "Osmette Precision System"}, calentada a la misina teníperaturá a 
la que se recibía la solución de transporte de los ovarios.. · · · · 

La solución se recuperó en una caja de Petri de vidrio de .lSxlOO min·y se 
observó al microscopio estereoscópico a 12x. Se seleccionaron para-cultivo 
los ovocitos que mostraron citoplasma opaco, uniforme y estuVieron rodeados 
por 3 a 4 capas de células cúmu/us. · 

Con ayuda de una pipeta Pasteur de punta fina se_ colectaron los ovocitos 
seleccionados y se colocaron en una caja Petri de vidrio de l 5x 1 OOmm, 
donde se lavaron por 3 ocasiones en_ microgotas de 50ul de· medio de 
maduración. estéril, el cual constaba de: .. TCM-199 con sales de Hank's 
adicionado de L-glutamina (Gibco, EUA) y suplementado con 0.25mM de 
Piruvato deScídio (Sigma Ch,EU/\), 4,79mM de Lactato de Sodio (Sigma 
Ch, EUA); SOug/ml de Slllfüfo de Gentamicina (Sigma Ch, EUA) y el dla de 
uso se süplémentaba con :iOug de Estradiol (Sigma Ch, EUA) y 10% de 
Suero de· Perra eit Estro _sin • inactivar · (Departamento de Reproducción 
FMVZ-UNAM) y se ajusto a 295 mOsm/kg y un pH de 7.4. 

Se hiciero~pf\i~balcietÍncióri vital_utilizando azul.tripán (In Vitre, Méx) para 
definir el patrón de tinción mos!Í'ácfo pcir los ovocitos vivos y; muertos. Cabe. 
mencionar que para comparar el patrón de los segundos, · fueroñ teffidos · 
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ovocitos a los que previamente se les dió un shock ténnico a 2ºC durante 30 
min. 

Una vez lavados los ovocitos se colocaron :en. griipo~ de IO a 1.s por pozo en 
cajas para cultivo de tejidos de 4 pozos dé poliestireno (Nunc;· Dinamarca). 
Dichas cajas contenían microgotas de 50ul de medio de njadurációíi'iiünersas 
en aceite mineral estéril y equilibradás previamentei'ilurfilíte'i'hci~ás eil'la 
incubadora a 37ºC en una atmósfera de 5% de co2J9s%·(Je air~ y 100% de 
humedad relativa. e¿·. ·~ )•/ ; .. 

En dichas condiciones los.ovocitos ftierón.c'iÍIÍivad~s por ~f'eriódode 96 hs 
in cambio de medio de cultivo: · · · 

Transcurrido el tiernpo de cul:iv~ l~:cáj~s co~ ovocit6s ·fueron sacados de la 
incubadora y procesadáS para su tiiíción. · · · 

'':. '•,' ·.((,',",_ :: :.' 
;;'.', 

: ' ,, ~ 

Los ovocitos se .sacarcm de'¡o; pozos' con la pipet~ P~steur depunta 
alargada, ; procuiarido hacerlo con fa menor cantidad de medio posible y se . 
colocaron en portaobjéios previainenie de~erigrasados. • · 

Posterionnente s6 cu~rie;~[) con unagotrde hialuronidasa al.Jo/.. (Sigma Ch, 
EUA) en PBS estéril.(Baker, Méx) durante 15 .min.para que se desprendiera 
el totaf de las células cúmulus, lo que 'era facilitado por acción mecánica' de la 

· pipeta Pasteur al succiónar constantemente esa solución. •· "·-. · 

. ,' ', ' 

Se retiró el excedente de solución de hialuronidasa y se cubrieron con 
solución lúpotónica de NaCI al 0.5% (Baker,Mex) por 30 min; después se 
retiró esta solución y se cubrieron con fijador fiío de Carnoy (Metano!: Acido 
Acético, 3: 1) preparado el día de uso y se dejó hasta su . completa 
evaporación. 
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Una vez seco el fijador, se cubrieron con acetorceína .durante 1 O min, al 
cabo de los cuales se colocó el cubreobjetos y se observó al microscopio de 
luz (Zeiss) con objetivos IOX, 20X, 40X y lOOX, para determinar la 
presencia de cromosomas indicativo del progreso meiótico. 

Los resultados fueron detallados a través de una estadística descriptiva, por 
medio de cuadros y fotografias. 

31 



7. RESULTADOS. 

7.1 OBTENCION DE OVOCITOS. 

La solución de transporte de ovarios se recibió en el laboratorio a una 
temperatura entre 28 y 34ºC. No fue preciso adicionarle antibiótico dado que 
la obtención de las gónadas se hacia personalmente in situ a través de la 
incisión por linea media, evitando alguna situación externa de contaminación, 

En cuanto a las técnicas de obtención se refiere, solamente 6 ovarios de 
animales adultos pudieron ser procesados . mediante aspiración, . debido al 
reducido número de follculcis observables aspirables de 6~ 1 o mm de diámetro 
en la mayoría de los ovarios. · ·· ' · · 

Se encontraron un t~tal de 54 foliculos en los 6 ovarios ~Jira~~s.'de,ell~s 9 
(16.66%) tenfan el tamaño adecuado para ser. aspirados,zico:q~IC'm) y 42 
folículos fueron menores a 5 mm (77.78%). Otros 3 foUéulós füeron 
considerados como quísticos por presentar un diámetio~mayor á:. lfcm 
(5.56%). Al realizar la aspiración solamente se .obtúVieron; dos ovocitós 

ce;:::::. NUMERO DE FOLlCULos SEGUN r1Llib Cr;o DE . 
HEMBRA.·, . . . . 

Ovario Foliculos 0.1-0.Scm 

¡• s 2 
2* o······ r. 
3* 8 o 
4** 7 2 
s•• 16 o 
6** 6 4 

• procedentes de perras delsubgrupo adultas pequeñas; 
.. procedentes de perras del subgrupo adultas grandes. 
QF : Quiste Folicular 

FolícUli:>s >!cm 

o 
o 
3 (QF) 
o 
o 
o 
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Dado que la técnica de aspiración-disección implicó la aspiración inicial de 
los folículos apreciables del ovario y su posterior disección, el número de 
ovarios utilizados corresponde como en el caso de la técnica anterior a 6, en 
los cuales la disección permitió obtener otros 42 ovocitos, los que sumados a 
los ya obtenidos por aspiración dió un total de 44 (Cuadro 3). 

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

Cuadro 3. ÓV ARIOS PROCESADOS Y OVOCITOS OBTENIDOS POR 
LAS TECNICAS DE ASPIRACIONi DISECCION Y 

Subgrupo 

Prepúber pequeila 
Prepúber grande 
Adulta pequefla 
Adulta grande 

Total 

· ASPIRACION-DISECCION, .·· . . ·.• 

Técnicas de Obtención' ;:: ... • • >••· .•. ·. · 
Aspiración··· • . Disección''~" ~,c.ASpinlción-Disección 

ovarios/oVocitos- .'·-ovarios/ovocitos-· ---, ·;·:·-/:-:: ovariÓS/oVÓCitos · 

O/O 
0/0 
3/1 
3/1 

6/2 

·- . ·'-<' . 

.O/O 
010 
3/31 
3/13 

6/44 

El promedio de ovocitos por ovario por la técnica de aspiración, disección y 
aspiración más disección, fue de 0.17:!:0.14, 10.22:1:3.75 y .3.67:!:0.33 
respectivamente considerando todos los subgrupos trabajados (Cuadro 4); 
Encontrando diferencia estadísticamente significativa (P<0.05) entre el 
subgrupo de prepúberes grandes con los de adultas tanto pequeñas . como 
grandes. 
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Cuadro 4. PROMEDIO DE OVOCITOS OBTENIDOS POR OV ARlO 
±e.e. POR LAS TECNICAS DE ASPIRACION;DISECCION Y 

ASPIRACION-DISECCION. , .· ... 
·.·.,,: .. '._--\·,:- .'-

Técnicas de'Obtencion C" . , · .• . . 
Aspiración < bisección• ' 'Aspiración-Disección 

:::+··· 

Prepúber p~~u~il~ •· .; ~O ¡~: !. '.· .• ·.'. ·.7
1
.': .. '

3
5·3·.·.;¡,:1:· ... ·.- ... 3

1 
.. 5
0
2
8
:_._· .. :b ; .. ~~···· .·. ' Cl :!: O · 

Píe púber giiuídé · O :f Ó .. , . : O± O 
Adultapequeila:.< o.33 ±0.21 15.33 :1:s.13-. . I0.33:1:3.77 
AdUlta.graride' . ' 0.33 ± 0'.27 '16:73 ±4.67 a.; . Ú3 :!: 0.67 

Promedio 0.17 ± 0.14 10.22 ± 3.75 ,3.67±)Jl. 

•be valores con diferentes literales tienen diferencia estadística significativa 
P<O.OS. . . 

Existió una amplia variabilidad en el número de ovocitos ~btenldos por o~o 
en las diferentes técnicas, encontrando rangos tañ amplios· como el 'del 
subgrupo de adultos pequei\os que fue de 0-88 (Ctiadro S}/J · •. · · · · 

Cuadro 5. RANGO DE OVOCITOS OBTENIDOS PoR LAS TECNICAS 
DE ASPIRACION, DISECCION YASPIRACION~DISECCION. . .· 

' . :~;~·:·.:::'.~~JL:~j.Ji~--~~>:-=-~.-;,¡,--,_---c-- co:·:_o· 

Subgrupo Aspiración 

Prepúber pequeña 
Prepúber grande 
Adulta pequeña O - 1 
Adulta grande O - 1 

Técnicas de Obtención.>.:_.' : .• : · , :.· 
Disección· ·, FAspiracióií-Disección 

~ . " ,·':., -·- . ,,, ._ . ~ 

0~47 •··: o;n•···· 
o~ 88· 
o~ 60 
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6.2 MADURACION. 

La solución de transporte de ovarios se recibió en el laboratorio con una 
temperatura de 30 a 34°C en un tiempo máximo de 1 hora. El tiempo 
promedio requerido para todo el proceso, desde la obtención de los gametos 
hasta su incubación, fue de 1 hora 30 minutos. 

Por lo que respecta a los medios de lavado y maduración, fueron preparadas 
soluciones madre y guardadas hasta su uso en refrigeración. En el caso de la 
solución de lavado, ésta se calentaba a la misma temperatura a la que se 
recibían los ovarios en el laboratorio. La solución de maduración se 
suplementó el dla de uso con estradiol y suero de perra en estro. Dicho 
suero, fue en un principio inactivado a 60ºC durante 15 minutos, filtrado 
(0.44wn) y mantenido en congelación hasta su uso. Este proceso provocaba 
la formación de gel en el suero, lo que· dificultaba considerablemente su 
manejo y dilución con el medio de maduración, así como su filtración al 
pasarlo a través de una membrana con tamai!o de poro de 0.22wn 
(Nalgene,USA), por lo que se recurrió al uso de filtros de 0.44wn. Dadas las 
dificultades en la inactivación, dilución y filtración, se decidió utilizar una 
solución madre a la que se le suplementaba el día de uso suero de perra en 
calor, filtrado (0.44um) y sin inactivar. Una vez diluido, se filtró (0.22wn) y 
se le adicionó estradiol. 

Es de hacer _notar que durante. todos los cultivos efectuados, no se tuvo 
problema de; contaminación bacteriana, lo que ayudó a obtener resuliiidos 
adecuados eri' est.a f~~ exp~ri~~n~J._ _ ;::::,:~:.=· 

Se cultivaron en total 394 .ovocitos (12.31 ovocitos/po~~) . en ocho 
experimentos (Figura 3). De éstos, 338 (85.8%) fuéron teil.idos por latécnica 
de acetorceína para conocer su situación nuclear;)os':'otros · 56 gametos 
(14.2%) se perdieron a lo largo del proceso de tinción; > · 

35 



De Jos 338 ovocitos teñidos, 321 (95%) pudieron ser evaluados y otros 17 
(5%), no pudieron serlo debido a la gran cantidad de células cumu/us que 
retuvieron aún. después del tratamiento con hialuronidasa y constante pipeteo 
(Cuadro 6). 

Cuadro 6. ETAPA DE MADURACION NUCLEAR EN OVOCITOS DE 
•.. : PERRA DESPUES DE 96 h DE CULTIVO in vitro. 

Total de Ovocitos 
E•perim,ento : .Cultivados Evaluados Vesícula Germinal Promelaíase 1 
----------------•úmm>(%), ____ _,nfunero(%)_. 

1. 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

TOTAL 

32 (69.6)' 
25 (80.6). 
24 (68.6). 
15. (68.2). 
21'(6?:7) 

. 42 (66.7) 
33 (70.2) 
29(63.0) 

14 (30.4) 
6 (19.4) 

11 (31.4) 
7 (31.8) 
JO (32.3) 
21 (33.3) 
14 (29.8) 
17(37.0) 

100 

31.15% 

De los gam~tos ~val~~~o~;:Í21'(68.S4%{rue~~ri ide~tiJ~adbs como o~ocltos 
con Vesléula Germiiíal;,miéntras cjÜe léis IOO~gaiñétói6e~tííntés (31;15%) 
presentaban crom.osomás en 'Ja'etapade pr<Jllletafase/taJy ccimci Se aprecia 
en las FigÜras4 y5:'7· c'..?;''.~T::·~:· >j;,,·,< ··· . , · 

\< . ,. Por lo q~e re~~e~ta al patrÓ~ d~ ~abilidad, los o~~cit~s q~e fueron sometidos 
áJ shock térmiéo;.absorbieron totalmente elaZiil tripán, desde el exterior de 
lru(células cumulus hasta el citoplasma• (Figllia · 6); mientras que aquellos 
miuítenidos en la incubadora refractaron totalmente dicho colorante desde sus 
células"i:úÍnulus (Figura 7). · · · 
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Fig. 3. Ovocitos de perra después de 96 h de cultivo in vitro. Nótese la 
expansión de las células del cumu!us. 
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Fig. 4. Ovocito de perra después de 96 h de cultivo in vilro, tratado con 
hialuronidasa (1%) y solución salina hipotónica (0.5%) fijado en ácido 
acético-metano! (3: 1 vol/vol) y teñido con acetorceina, mostrando la 

presencia de cromosomas, indicando el progreso de maduración. 
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Fig. 5. Ovocito de perra después de 96 h de maduración in vitro, tratado de 
manera similar al anterior. Muestra agmpación de cromosomas en la etapa de 

Prometafase l. 
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Fig. 6. Ovocito de perra recién obtenido y sometido a shock ténnico durante 
30 min. a 2ºC, teñido con azul tripán. El patrón mostrado para los ovocitos 
muertos es como éste donde el colorante se distribuye unifonnemente desde 

las células del c1111111lus hasta el citoplasma del ovocito. 
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Fig. 7. Ovocito de perra recién obtenido y teñido con azul tripán. El patrón 
mostrado para los ovocitos vivos es similar a éste donde el colorante se 
acumula en la zona pelúcida sin penetrar al ovocito ni a las células del 

cumulus. 
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8. DISCUSION. 

El desarrollar un trabajo de investigación con alguna especie de cánido y 
tener como modelo experimental al perro doméstico en temáticas tales como 
fertilización in vitro y maduración de gametos in vitro, resulta ser 
desventajoso cuando se compara con otras especies tales como porcinos, 
bovinos y equinos. Para los cánidos no existen sitios especializados para su 
sacrificio, y dado que los cadáveres son considerados tan sólo como 
desechos, no son cuidados ni procesados como lo sería 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 utilización de 
material biológico con fines experimentales, aún y cuando éste proceda de 
cadáveres que no tendrán utilidad posterior. 

El personal encargado d~I sacrificio lÍumanit~o de los perros está adscrito a 
alguna de las Asociaciones 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 desgracia, a pesar que para esta actividad 
existen días y horarios establecidos, eri ocasiones se presentan 
contratiempos, como resulta ser la carga de trabajo para este personal en los 
diferentes centros, la distancia entre,los-nlismós y la asistencia del personal 
de apoyo de cada uno de los centros para el manejo de los animales, 
así como su eliminación, lo que dificulta precisar el tiempo para la obtención 
del material biológico. 

Aunado a todo lo anterior cabe mencionar que los animales sacrificados en 
estos sitios son en· su gran mayoría . animales "callejeros" portadores de 
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enfermedades zoonóticas, poco adaptados al manejo, e inclusive altamente 
agresivos ante las condiciones estresantes a las cuales son soñíetidós,· Ici que 
pone de manifiesto las dificultades de trabajar con esta especie en las 
condiciones descritas. 

Por otro lado, los trabajos de fertilización in vitro requieren de manera 
indispensable la maduración de los gametos participantes. En lo concerniente 
al ovocito, los investigadores relacionados con esta temática han seguido 
principalmente dos rutas: la maduración del ovocito in vivo, lo que se 
consigue con el monitoreo del ciclo estral vinculado con la actividad ovárica 
através de técnicas tales como ultrasonografia, radioinmunoanálisis y 
microscopia de luz. Dicho seguimiento puede hacerse más accesible si Ja 
hembra en cuestión es inducida a ciclar en el momento más oportuno, e 
inclusive inducida a superovular (103). Estos tratamientos presentan la gran 
ventaja de que el ovocito madura inmerso en un ámbito folicular propio, que 
Je provee de una amplia gama de condiciones necesarias para su adecuada 
maduración. Sin embargo, el sistema requiere en contraparte el control de los 
animales en cuanto a su alojamiento, manutención y confort, conocimiento de 
sus antecedentes reproductivos, estandarización del esquema de tratamiento 
farmacológico y disposición de materiales necesarios para el monitoreo del 
ciclo, asf como para la obtención de las gónadas. Este procedimiento, aunque 
ha sido el preferido por algunos investigadores (64,69,103), no está por el 
momento a nuestro alcance. 

Otra ruta también ampliamente utilizada en la maduración de los ovocitos ha 
sido su cultivo in vitro. Este sistema .ha representado una problemática 
específica pero a su vez vislumbra.una serie de aliematiyas·de iiíterés.co11,10 
resultan ser: a) la utilizadón< de, lienibras : de !,elevado ,valor( genético, 
imposibilitadas para la 111adll1'llcft).n. de cQvoéito~Ln]i!'o; b)_el #sO.de h~mbr35 
muertas, siendo éste puntó'muy útil en é(rescate'ile 'material genético de 
animales silvestres; así colTió c) el apri>vec~amiento de las 'gónadas con fines 
de producción o experiínerÍtaÍes de aquellas hembra5 de especies para abasto 
sacrificadas en rastros (3,7,9,37,53); ·· · · ·· · · 

En el caso particular d~ lo~ cáÚidos~e hllII seguid~ ~bas rutas, a~q~e de 
manera preferencial en esta investigación se ha orientado hacia la obtención 
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de gónadas procedentes de animales sacrificados en los Centros de Control 
Canino. En estos lugares el sacrificio por electrocución es el método 
aprobado por las Asociaciones Protectoras de Animales. Através de este 
método se cumple con el extenninio de estos animales, que son en su lllayoria 
producto de capturas realizadas en la vía pública, justificada5 . por : el 
excedente de población 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 maduración de los ovocitos elegidos, es 
importante definir la forma en la cual los ovocitos serán obtenidos de su 
folículo. Para ello se utilizan dos técnicas: a) la aspiración, la cual implica la 
succión del contenido del folículo con una aguja conectada a una jeringa o a 
un aparato más sofisticado; es obvio que el folículo objeto de la punción debe 
estar desarrollado con el consecuente acúmulo de líquido folicular en el antro, 
y b) la disección, que implica la realización de múltiples incisiones en la 
superficie del ovario. 

En el presente trabajo la técnica de obtención de ovocitos que resultó ser más 
eficiente fué la disección; con élla fue posibe obtener .un total de 614 ovocitos 
procedentes de 60 ovarios, lo que da un promedio de 1 o ;22 ovocitos/ovario o 
20.44/perra.' Sin embargo, si consideramos los grupos por edád témlremosun 
total de 133 ovocitos. con un promedio de 4.43/ováíio u 8.86/¡iérra en· las 
hembras prepúberes; miéntias,que en'las adultas existió untotal.de 481, lo 
que represento I6m/ovano y 32/perra.j · , ··· · · ' .·· · · ..... ·,-

Al cmnparareÍ subgru~6:cie'.adult~s~or talla,iesultÓ se~ ~ajórdd~las 
grandes con Uri. tótl!l··de 25lóvóéitos'y' uíi .promedió ;de. 16:73/ovario. o 
33.46/pérrá er{ confra de los 2.30,de las' petjuéñiis:cón.'íui promedio de 
15.33/ováfio 030.66/peÍ'f'a.<~: '~ cc~ " .•. . ·· .. ' ' 

La técnica.~e a~piraciin::: y, en;cons~cuen~ia. la··. ~:;aspiración-disección 
tuvieron serias limitaéioriés débidci ·a la dificultlÍd de• encontrar ovarios con 
folículos aspirables apreciables: En el gruPº de' tasi hembras prepúberes, 
como era de esperarse, no hubo presenéia de folículos observables. En el 
grupo de las. hembras adultas, el resultádo de la aspiración fue similar entre 
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las grandes y pequeilas, encontrando 1 ovocito de 3 ovarios aspirados por 
subgrupo. Sin embargo el tamaño de los folículos presentes fue 
principalmente de <0.5 cm, encontrando una mayor cantidad de ellos en las 
grandes (n=29) que en las chicas (n=l3). Estos folículos presentan un 
problema técnico para poder ser aspirados dada su pequeña superficie y 
volumen. De los folículos de tamaño adecuado para la aspiración (0.6· l cm), 
hubo 3 en los animales pequeños y 6 en los grandes, de los cuales fue posible 
obtener sólo 2 ovocitos. Al momento de disectar los 6 ovarios aspirados fue 
posible obtener 42 ovocitos más, lo que en promedio fue de 7.33 
ovocitos/ovario, confinnando que la técnica de disección fue la más eficiente. 

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

Las investigaciones en este campo han empleado diferentes técnicas para la 
obtención de ovocitos de perra. Mahl y col. (64 ), trabajando con ovarios de 

· 7 5 hembras procedentes de un centro de sacrificio, así como de una Ciiníca 
Veterinaria, puncionando con aguja todos los foliculos observables y después 
lavándolos y colectándolos en caja Petri, reportaron la obtención de un total 
de 429 ovocitos, lo que equivale a 2.86 ovocitos/ovario y 5.72/perra. Esto 
resulta ser inferior al número de ovocitos obtenidos por disección en el 
presente trabajo (aunque si se consideran los procedentes de folículos es 
mayor). Dado que las perras estaban en diferentes etapas del ciclo estral, se 

, entiende el reducido número de folículos encontrados. 

Por otra parte Yaillada y cols. (103), utilizaron una técnica similar a la de 
Mahi y col. (64), con ovarios de 16 perras Beagle de l a 7 años de edad en 
estro, lail cuales recibieron previamente un tratamiento superovulatorio, 
obtuvieron en promedio 60 ovocitos/perra (30 ovocitos/ovario) lo que resulta 
ser superior a lo encontrado en este trabajo de tesis, sin embargo, en la 
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investigación de Y amada y cols. se utilizaron perras de raza y talla 
homogénea y además la colección fue producto de un tratamiento 
superovulatorio. Cabe mencionar que dichos autores reportaron también una 
variabilidad en la respuesta individual en la colección, lo que implicó 
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 maduración aún a 6-8 horas de muerta la hembra donante. 

Nickson y cols. (69), utilizaron ovarios procedentes de perras sometidas a 
cirugías en clínicas veterinarias en cualquier etapa del ciclo estral y 
colectaron ovocitos por disección. Las perras utilizadas (n=14) fueron 
clasificadas de acuerdo a la etapa del ciclo estral en que se encontraban 
(exclusivamente por hallazgos ováricos). En las prepuberales pudieron 
colectar 15.5 ovocitoslperra, en las de fase folicular 62/perra, las de 
metaestro 46/perra, las de anestro temprano 85/perra y finalmente las de 
anestro tardío 104/perra. Estas cantidades resultan ser mucho mas· elevadas a 
lo encontrado en el presente trabajo de tesis utilizando la misma técnica de 
obtención, sin embargo, debe considerarse la condición corporal de los 
animales que acuden a una Clínica Veterinaria para la práctica de una cirugía 
comparada con la de los animales que llegan a un Centro de Control Canino. 
Es evidente la mayor disponibilidad de ovocitos por medio de la técnica de 
disección procedentes de ovarios de perras adultas tanto en el trabajo de 
Nickson y cols., como en este trabajo. Cabe hacer mención que de los 
ovocitos obtenidos por Nickson y cols., el número 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 tardío, lo que pone de manifiesto la potencialidad para el cultivo de 
ovocito de las perras adultas. Los ovocitos seleccionados para su cultivo por 
los mismos investigadores, bajo el criterio de fonna y color del citoplasma, 
así como presencia de un minímo de dos capas integras de células c_umulus 
fueron 0%, 19.4%, 22.5%, 15.3% y 24.0% respectivamente, para las perras 
en diferentes estadías reproductivos, lo que reafinna la preferencia de 
utilización de ovocítos 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 tardío poseen el mayor número de ovocitos disponibles, 
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mientras que una reducida cantidad fue obtenida de aquellas con tejido lúteo 
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 retroalimentación negativa de la 
progesterona proveniente del tejido lúteo sobre el hipotálamo e hipófisis; así 
mismo los autores seilalan la importancia del papel de las células cumulus 
para la maduración del ovocito y desarrollo temprano del embrión in vivo, 
recalcando su importancia en la transferencia de nutrientes desde la 
granulosa. Cabe seilalar que las células cumu/us, en el caso de la perra, 
permanecen unidas al embrión hasta el estado de mórula (64). 

En cuanto al patrón de tinción vital se refiere, con la utilización del azul tripán 
se encontró un esquema diferencial para los ovocitos vivos y muertos. En el 
caso de los vivos el colorante se acumuló alrededor de la zona pelúcida sin 
penetrar al ovocito o células cumulus. En los muertos el colorante se 
distribuyó de manera uniforme en las células cumulus, zona pelúcida y 
ovocito. 

Por otra parte se ha seilalado la particularidad que presenta el perro 
doméstico. en cuanto a la maduración de sus ovocitos. La ovulación en esta 
especie puede •.. ocurrir en cualquier momento dentro de un periodo 
comprendido· desde 2 días antes y hasta 7 días 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 vesícula germinal y 
completan la primera división meiótica hasta al menos 48 horas después de la 
ovulación én el oviducto, y pueden permanecer fértiles en este sitio durante 
108 horas 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 maduración. En el presente trabajo se 
utilizaron microgotas de 50 ul, sin embargo, otros investigadores prefieren 
volumenes mayores de 0.4 mi (103) o de 0.5 mi (64), de ahí los ovocitos son 
colocados en una cantidad similar del medio fresco en otra caja Petri bajo 
aceite mineral para su cultivo. 
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En la presente investigación se colocaron en promedio 12.31 
ovocitos/microgota de SO ul lo que difiere a lo utilizado por Y amada y cols. 
(103), los cuales colocaron de lS-20 ovocitos/microgota de 0.4ml. 

Los medios de cultivo .. utilizados varlan considerablemente entre 
investigadores. Yamadiiy cols.(103), utilizan el medio TYH modificado, al 
cual se le sustituyó la BSA (albúmina 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 NaHC03, 
100 UI/ml penicilina G-K y SO ug/ml de sulfato de genamicina. Farstad y 
cols. (34), utilizaron para cultivar ovocitos de zorra el TCM-199 con 2S mM 
de Hepes y suplementaron con JO UI/ml de hCG. Por su parte Krogenaes y 
cols. (S8), 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 adicionó. 
esta hormona o no. 

Las fases foliculares de madnración en la mayoria de las especies domésticas 
tienen lugar en un ambiente con estrógenos plasmáticos circulantes y el 
~uldo folicular que rodea al ovocito tiene una alta concentración de estradiol. 
En la perra la situación es diferente, la progesterona está presente desde antes 
de la ovulación y continúa dnrante la misma, además, la participación de los·''> 
estrógenos es importante cuando el corpúsculo polar ha sido expulsado (69): 
Por lo que otros investigadores han utilizado de manera prefereneial lá 
suplcmentación del medio con suero de perra en estro así como estradiol (69); 
tal y como se suplementó en el presente trabajo de tesis. · · 

Las condiciones de incubación fueron similares a las utilizad~~· por ~~os • 
investigadores: temperatnra 37ºC, atmósfera 5% de C02 <Y 95%' de aire . 
(64,103). Sin embargo, otros prefirieron usar39ºCasf como elreemplazode 
la mitad del medio de cultivo cada· 24 · IÍoras durante . todo . el periodo de 
incubación (69). · · · · 
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Las células cumulus fueron retiradas de manera accesible con la solución de 
hialuronidasa al 1%, sin embargo, MSbi y cols. (64), enconiraronque no tenía 
acción alguna y prefirieron utilizar el pipeteo para desnudarlos. ésta misma 
técnica siguieron Yamada y cols. (103). 

Dado. que .1cis mecanismos involucrados en la secuencia de. ~aduración en la 
perra aún no están determinados, en consecuencia los tiempos de cultivo para 
alcanzar esta condición varían ampliamente entre los investigadores desde 24 
hasta 144 horas. En el presente trabajo se utilizó uri ·período de cultivo de 96 
horas debido a la particularidad del pobre desarrolló ,de los ovocitos 
recuperados por disección y a que su viM media es mM amplia que este 
periodo. Krogenaes y cols. (58). reportaron que el c.ultivo dé ovoCitos hasta 
96 horás proveía mejores resultados en cuanto al rompimiento de la vesícula 
germinal y expansión de las células cumu/us en ovocitos de zorra comparados 
con aquellos cultivados por. 72 horas. 

Una vez transcurrido el periodo. de inc~b~cióri Jos ovocitos s~ fijaron d~ante 
el tiCÍnpo' riecesano para la evaporación del fijador ácido acético:étanol ( 1 :3 
vol/vol), lo que ocurría en aproximadamente 2-3 min. Dado que el ovocito 
resulta ser particularmente oscuro debido a la gran cantidad de·corpúsculos . 
grasos que posee, algunos investigadores para clarificarlo y evidenciar· el 
material nuclear que existe en su citoplasma han. utilizado la fijación por 
tiempos más prolongados, como por ejemplo 12 horas. o inclusive· la 
participación de otro fijador como el ácido acético:etanol:clorofomio (3:6:1 
vol/vol/vol) durante 2-3 min. y posteriormente ácido acético etanol. por 24. 
horas a 4ºC ( 104 ). Finalmente los ovocitos se tiilen con acetorceína y se 
observan al microscopio. 

En el presente trabajo se cultivaron394 ovocitos de los éua!es pudieron ser 
evaluados 321 (85.1%). Krogenaes Vcols. (58)~ reportaron que en s13 
ovocitos cultivados de zorra únicamente pudierón • ser .evah.iados 325 
(56.71 %), debido a la dificultad ocasionada por .el exceso de éórpúsculos 
grasos del ovocito y a la prescencia de células cúmulÚs. · 
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De los 32Lovocitos eva!Úados221 (68.84%), pennanecieron en.estado de 
veslcula genninal y 100·(3L15%) infoiáron la Prómetafase al cabo de 96 
horas de cultivo (Ver fi~as 4 y 5). 

Los ovocitos pr~ovul~torids redé~ . obtenidos y tei!idos se encuentran 
invariablemente eri. estado dé vesícula gemtlnal, Ja cual puede pennanecer 
durante varios días más. Mahi y col. (64), tiñeron ovocitos inmediatamente 
después de su coléccióri y encontraron que el 98.9% tenía vesícula germinal, 
la cual pennaneció en el 52.5% de los ovocitos aún después de cultivarlos por 
72 horas. Y amada y cols. (103), reportaron la presencia de vesícula genninal 
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 cqncuerda con Jo reportado por dichos autores. 
Por su parte Farstad y cols. (34), reportaron que en ovocitos de zorra el 
rompimiento de la vesícula 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 vesícula 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. Y amada y 
cols. (104), comparando el desarrollo.en cultivo de ovocitos provenientes de 
perras superovuladas y testigos (no superovuladas) encontraron que en el 
primer grupo la permanencia de la vesícula germinal a las 96 horas fue de 
67% y alcanzaron Metafase II el 28%, en el segundo grupo la permanencia de 
vesícula 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 máximo de 31.9% de ovocitos que alcanzan Metafase II, los cuales 
sumados a otros que presentaron alguna fase de la primera división meiótica 
representaron en total un 38.2%. Mahi y cols. (64), con el mismo tiempo de 
cultivo obtuvieron 25.4% de ovocitos con Metafase I y II, cabe hacer 
mención que en ese trabajo se clasificaron indistintamente en Metafase I y II, 
señalando que el corpúsculo polar es fácil de perderse durante el proceso de 
fijación lo que dificulta diferenciar las etapas aunque la reducción 
cromosórnica puede tomarse como criterio para una detenninación certera. 
Sugieren además que la mejor visualización del corpúsculo polar ocurre 
cuando la corona radiada no es removida completamente. 

so 



En el presente trabajo se encontraron cromosomas en el 31.15% de los 
ovocitos cultivados evaluados; mismos que tuvieron una disposición de ~ 
Prometafase según la clasificación empleada por Yamada y cols. (103). 0 EI 
valor absoluto de maduración encontrado en el presente estudio coincide con 
lo reportado por Mahi y cols. (64) y Yamada y cols. (103); sin embargo, el 
estado de desarrollo no lo es, lo que obliga a realizar más experimentos én 
este sentido para verificar a distintos tiempos de cultivo el estado auténtico de 
Ja situación nuclear. 
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9. CONCLUSIONES. 

9 .l El tener como modelo experimental al perro doméstico en cualquier 
proceso de la técnica de fertilización in vi/ro resulta problemático, debido a la 
insuficiente accesibilidad de material biológico, esto es, variabilidad en 
cuanto a la 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 ahl remitidos. 

9 .2 Al ser la perra monoéstrica estacional, el número de ovarios que 
presentan folículos apreciábles aspírables (0.6 a 1 cm de diánietro) se reduce 
a cierta temporalidad, lo cual resulta ser un factor limitante pára fa obtención 
de ovocitos por la técnica de aspiración. c. ,,, .> . ·· ' 

·:,e·· 
> --~: .-: ; ·:•' 

9 .3 El método de disección permite obtener un mayor ¡¡wt1eréi de gaÍnetos, 
en comparación con la aspiración; sin embargo, ·existe: gi3ñ .variabilidad' 
individual, encontrando asl ovarios con cero ovocitos y hasta dé 88;é ·· <'i· 

9.4 A pesar de que no existir una diferencia significativa (P:<'.O.OS) entre el 
subgrupo de prepúberes pequeilas y adultas grandes y peqÚeñas/en cuanío al 
número de ovocitos obtenidos, se pudo apreciar que en valóres·'absolutosse 
obtuvieron una mayor cantidad de ovocitos procedentes de perras' adúltás. 
Mientras que el subgrupo de prepúberes grandes si presentó una difere11cia 
estadlsticamente significativa (P<0.05), en relación a los sÜbgrupÓs de 
animales adultos. · • >':; ., · · 

9.S El uso de antibióticos en la solución de transporte~~¡) ~i ~ei~s~o 
debido al tiempo tan breve de traslado del. centro de 'c0ntrÓL canino al 
laboratorio y los cuidados de las gónadas .durante.jodo . el 'prnceso . de 
obtención a considerar por la ausencia de contaminación microbiana 'en .los 
cultivos. . .. e-e:· . . . 

9.6 La tinción con ~I tripan.fue con~luyente,.ya q~e permite observar 
rápidamente la viabilidad de los. gametos. · · 

52 



9. 7 La técnica de tinción a base de solución hipotónica, alcohol ácido y 
acetorcelna, es un proceso muy práctico, ya que permite observar 
perfectamente el interior del citoplasma separando las células cúmulus; en 
comparación con técnicas basadas solamente en una fijación con alcohol 
ácido de 12 a 24 horas y más tarde la tinción con acetorcelna, donde el color 
y la cantidad aún persistente· de células cúmulus dificultan observar con 
claridad. 

9.8 La suplementación del medio TCM 199 adicionado con L-glutamina, 
piruvato, lactato y. sulfato de gentamicina, con el 10% de suero de perra en 
calor y 1 ug/ml de estradiol, resultó adecuado para obtener . 31.5% de 
maduración. · · · · · 

9.9 Aún con todo: los cuidado~ y se1~6~ión'de ov~cit~~ paraeicultivo un 
68.84% de ellos cónsel"Yiírori lá .vesícula gemunal.hasta las 96. horas de 
cultivo. 
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10. RECOMENDACIONES. 

10.l Los resultados del presente trabajo sugieren la utilización de material 
biológico procedente de animales con una historia clínica bien conocida y una· 
homogeneidad en cuanto a raza, talla y edad. 

10.2 Se sugiere probar la obtención de ovocitos através de la inmersión de 
la gónada en un medio de cultivo y puncionar ahl los folículos observábles, 
tal ·y como lo describe Mahi y cols. (64 ). · · · · 

, ___ . -· 

10.3 Correlacionar la técnica d~ ~bt~Óciónde o\l~citos cCl~laetapa del ciclo 
estral en la cual se encucintre11 lás hembrás donantes~ asl com.o . el 
comportamiento de los ovocitos con referéiicia' a sugradC:Í 'de mad¡{¡.ációii en 
cultivo. ----' _·-- ____ , -.- - -e- - -- . ----. -- - -- -· ' 

10.4 Se recomienda correl~Cionai 1~'!écrii6a de-tin6ión ~t~'de azúl hipan 
con un patrón morfológico , para éono~er el grado de .-degéneraCión c¡ue 
presentan los ovocitos colectados, Jo que llevarla a 111!ª mejor~ seléeción de 
los ovocitos para cultivo. · -- · - , - ' - - · · 

. ; :--- .·~· 

10.5 Es importante realizartfucio'neÚeriÓdidaÍld~los rijo<Íitos en cultivo 
iniciando desde las primeras 2:4 horas, y duránté. todo' el proceso que dure la 
maduración. · - ·- ' - · · · · 

10.6 - Existe controversia enialiteraiura enrelaCión a la suplementación del 
medio de cultivo. Sin embargo;'consideÍ'ando'el ambiente hormonal que tiene 
el ovocito in vivo dÚrante- su proétiso --cle maduración resulta conveniente la 
utilización del suero de perra en calor, asl como la adición de estrógenos. 
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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 osmolaridad a 280-290 mOsm con NaCl. 
Ajustar el pH a 7 .3-7,4 con NaCI. 
Filtrar en un frasco estéril. 
Suplementar el dia de uso con: 
20 ug estradiol. 
10% suero de perra en estro filtrado. 

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



MEDIO DE LAVADO. 

Componente: 

Medio J 99 (Sales HaDk's) adicionado con L·glutamina 
25mM HEPES . . 
50 ug/ml Sulfato de . Gentamicina 

NOTAS: 

Ajustar la osmolaridad a 280-290 mOsm con NaCI. 
Ajustar el pH a 7.3-7.4 con NaOH. 
Filtrar en un frasco estéril. 

Fuente: Nickson, O.A. y cols., 1993. 



SOLUCIONES CONCENTRADAS. 

Solución Salma isotónica. - •·- . . 
0.9% NaCl-por 1 litro de agua bidesÍilada. 

17-beta-estr~~Í,01.· __ . . 
1 mg por mi de etano[ Almacenar en congelación. 

Sulfato dé Geríliiffii~ina; > 
SOug porml de NaCl_ 0 .. 9%.estéril. 

Hi;uur~nid~sa al l %: · • · -
1 mg por -mi de PBS e~iérif · 

Solución Buff~rde Fosfatos cPBS). 
7.4g NaCI; 0.9532g NaHP% 0.5566g NaH2P04 por lt de agua 
destilada. -•- ' -· ~ - · · · ' 

Alcoh6láci~o (S~l. d~ Camoy). _ _ . . 
Acido acético-1'.tanol(l :3). Prepar~ju~to antes de usarlo. 

Orceíiia acética. . . 
· Al 1 % · peso/volúmen. El solvente es 60/40 (agu.lláCido acético). Filtrar 
antes de usar.· ' - · 
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