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RESUMEN

La caracterizacion de gametos y la fertilizacion in vitro en fauna silvestre tiene gran importancia por
su aplicacion en distintas areas de investigacion. A este respecto, muestran especial interés las
caracteristicas reproductivas de los murciélagos, en particular las especies de la familia
Phyllostomidae, quienes presentan algunas similitudes con la reproduccién humana y algunos
primates. El semen fue colectado de ambas colas del epididimo y conductos deferentes. Los
ovocitos se evaluaron en base a caracteristicas morfoloégicas de acuerdo a la clasificaciéon de De
Loos et al. (1989). A. jamaicensis presentd un diametro escrotal 1.62+0.39 cm; concentracion
espermatica 4.26+2.05x10° espermatrozoides/ml;  motilidad  34.55+25.83%; viabilidad
73.23120.49%; anormalidades de cabeza, pieza media y flagelo 12.5046.35%, gotas
citoplasmaticas, cabezas y flagelos sueltos 12.61+9.25%. Longitud de la cabeza 6.26+0.69 um,
pieza media 18.61+2.92 um vy flagelo 70.92+9.00 ym. S. lilium, present6 un didmetro escrotal
1.39+0.35 cm; concentracion espermatica 5.15+1.88x10° espermatozoides/ml; motilidad
60.00£14.14%; viabilidad 83.82+8.37%; anormalidades de cabeza, pieza media y flagelo
13.7749.35%, gota citoplasmética, cabeza y flagelos sueltos 5.77+3.01%. Longitud de la cabeza
7.01+0.89 um, pieza media 20.33+4.59 um vy flagelo 70.50+8.31 uym. Se recuperaron 12.8+7.3
ovocitos del ovario derecho y 9.9+4.9 ovocitos del ovario izquierdo de A. jamaicensis, de calidad
excelente hasta mala. Para S. lilium se recuperaron 10.7+4.6 ovocitos del ovario derecho y
10.945.5 ovocitos del ovario izquierdo, de calidad excelente hasta mala. La capacitacion y la
reaccion acrosomal fue inducida en espermatozoides de A. jamaicensis utilizando diferentes
temperaturas y progesterona. Para evaluar la funcionalidad del espermatozoide se realiz6 la
prueba CTC, Lectinas (PSA-FITC) y por Microscopia Electronica de Transmision. Los
espermatozoides presentaron fluorescencia uniforme en toda la cabeza (no capacitado). Se
observaron espermatozoides que mostraron una banda oscura sin fluorescencia en el segmento
ecuatorial y la porcidn anterior de la cabeza presentd fluorescencia (capacitados). Se observaron
espermatozoides que no presentaron fluorescencia en la cabeza (reaccion acrosomal). Para la
maduracién in vitro de ovocitos A. jamaicensis, se emplearon dos temperaturas (37C y 38.5C) y
dos tiempos de incubacién (24 y 44 horas). El medio de maduraciéon fue suplementado con
Estradiol, FSH, LH y se observé la expansion de las células de la granulosa y la presencia del
primer cuerpo polar. A 37C con hormonas y 24 horas de cultivo, se obtuvo el mayor porcentaje de
maduracién in vitro (91.6%). Se realizaron los primeros ensayos sobre fertilizacién in vitro en el
murciélago A. jamaicensis. Se utilizaron dos medios de fertilizacion (TALP y HTF), la incubacion de
espermatozoides y ovocitos fue de 22 horas. Los espermatozoides recuperados del epididimo de
A. jamaicensis y S. lilium presentaron altos porcentajes de viabilidad y motilidad y bajos
porcentajes de anormalidades. Los ovocitos de categorias 1, 2 y 3 podrian utilizarse en estudios de

maduracion y fertilizacién in vitro. Los espermatozoides A. jamaicensis se capacitaron y llevaron a
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cabo la reaccion acrosomal en un periodo de entre 6 y 8 horas Los ovocitos madurados in vitro a
37T durante 24 horas y el medio con hormonas prese ntaron expansion de células de la granulosa
a diferencia de los otros tratamientos. A pesar de que los ovocitos se observarén rodeados de

espermatozoides, ninguno de ellos pudo penetrar la zona peltcida.

PALABRAS CLAVES : A. jamaicensis, S. lilium, espermatozoides, ovocitos, capactacion,

maduracion in vitro, fertilizacion in vitro.



ABSTRACT

Characterization of gametes and in vitro fertilization in wildlife is of great importance for their
application in different areas of research. For this, the semen was collected from the tail of the
epididymis. The oocytes were recoverd from both ovaries and evaluated based on morphological
characteristics according the classification of De Loos et al. (1989). A. jamaicensis had a scrotal
diameter of 1.62+0.39 cm, sperm concentration 4.26+2.05x10° sperm/ml, motility 34.55+25.83%;
viability 73.23+20.49%; head, tail and mid-piece abnormalities 12.50+6.35%, cytoplasmic drops and
isolated heads and tails 12.61+9.25%. Head length was 6.26+0.69 um, mid-piece 18.61+2.92 ym
and tail 70.92+9.00 uym. S. lilium, had a scrotal diameter of 1.39+0.35 cm, sperm concentration
5.15+1.88x10° sperm/ml, motility 60.00+14.14%; viability 83.82+8.37%; head, tail and mid-piece
abnormalities 13.77+9.35%, cytoplasmic drops and isolated heads and tails 5.77+3.01%. Head
length was 7.01+0.89 ym, mid-piece 20.331+4.59 ym and tail 70.50+8.31 ym. 12.8+7.3 oocytes of
right ovary and 9.914.9 oocytes of left ovary of A. jamaicensis were recovered, ranging in quality
from excellent to poor. For S. lilium, 10.7+4.6 oocytes from the right ovary and 10.9+5.5 oocytes of
left ovary were recovered, ranging in quality from excellent to poor. Capacitation and acrosome
reaction was induced in sperm of de A. jamaicensis applying different temperatures and
progesterone. To assess sperm functionality, CTC and lectin PSA-FITC test were performed by
Transmission Electron Microscopy. Sperm presented uniform fluorescence throughout the head and
mid-piece (non-capacitated). Subsequently we observed sperm with a dark band and no
fluorescence in the equatorial and post-equatorial segment, while the anterior portion of the head
and mid-piece the sperm showed fluorescence (capacitated). Sperm with not fluorescence in the
head, but undergoing in the mid-piece (acrosome reaction) were also observed. For in vitro oocyte
maturation of A. jamaicensis, two temperatures 37C and 38.5T and two incubati on times (24 and
44 hours) were used. The maturation medium was supplemented with Estradiol, FSH and LH and
the expansion of granulose cells and the presence of the first polar body was observed. At 37C
with hormones and 24 hours of culture, the highest percentage of in vitro maturation (91.6%) was
obtained. The first teste in vitro fertilization in A. jamaicensis was performed. Two medium cultures
(TALP and HTF) were used; the incubation of sperm and oocytes was 22 hours. The recovered
epididymal sperm of A. jamaicensis and S. lilium showed high percentages of viability and motility
and low percentages of abnormalities. Oocytes of categories 1, 2 and 3 in A. jamaicensis and S.
lilium could be used in studies of in vitro maturation and fertilization. Sperm A. jamaicensis were
trained and conducted the acrosome reaction in a period of between 6 and 8 hours. Oocytes
mature in vitro al 37 for 24 hours and the medium with hormones had expansion of granulose
cells in contrast to the other treatments. Although oocytes surrounded sperm were observed,

neither was able to penetrate the zona pellucida.

KEY WORDS: A. jamaicensis, S. lilium, sperm, oocytes, in vitro maturation, in vitro fertilization.
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I. INTRODUCCION

Los quirdpteros constituyen el segundo orden mas diverso de mamiferos con
aproximadamente 1000 especies en el mundo (Kunz, 1982; Altringham, 1999; Simmons
2005), de las cuales cerca de 135 habitan en México (Sanchez y Romero, 1995; Ceballos
et al. 2005). Los murciélagos representan entre el 40 y 50% de las especies de mamiferos
gue habitan en ecosistemas tropicales (Fenton et al. 1992; Cosson et al. 1999; Estrada y
Coates-Estrada, 2001). Son extremadamente importantes para la agricultura ya que
ayudan al control de plagas de insectos, asi como también polinizan las flores y ayudan a
esparcir las semillas. Son los Unicos mamiferos que pueden volar y presentan un sistema

de ecolocacion muy avanzado.

Los gametos de muchas especies de mamiferos, incluida la humana, han sido
manipulados empleando una gran variedad de estrategias que tienen que ver
especialmente con la infertilidad humana y en la produccién de animales domésticos y
silvestres, y también para entender los eventos fisioldgicos y moleculares de los procesos
reproductivos y del desarrollo. También pueden ser utilizados como una herramienta para
evaluar las condiciones de cultivo, las técnicas empleadas durante procedimientos de
inseminacion artificial y fertilizacion in vitro y en programas de conservacion. La
morfologia de los gametos refleja la salud del aparato reproductor del macho y de la
hembra.

La evaluacién de la morfologia del complejo ovocito-cimulo (COC) es el método
mas empleado como un indicador del potencial de desarrollo de los ovocitos utilizados en
protocolos de fertilizacion in vitro (Hinrichs y Williams, 1997; De Loos et al. 1989). El grado
de expansion de las células del cimulo se considera como un indicador de la calidad de
los ovocitos (Sutton-McDowall et al. 2004; Yokoo y Sato, 2004; Bertoldo et al. 2011). La
expansion del cimulo se ha demostrado que influye en la fertilizacién al promover la
penetracion de los espermatozoides en el ovocito mediante la induccion de la reaccion
acrosomal (Areekijseree y Vejaratpimol, 2006). Los ovocitos que no estan rodeados de
células del cumulo o que presentan un citoplasma fragmentado o dafiado son
considerados de baja calidad ya que no logran completar la maduraciéon meiética in vitro
(Siriaroonrat, et al. 2010).
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Los espermatozoides proporcionan informacion valiosa sobre la salud de los
testiculos y epididimos (Freneau et al. 2010), asi como de los procesos relacionados con
eventos celulares en la espermatogénesis, motilidad e interacciones celulares (Eliasson,
2010).

El estudio sobre la morfologia de los espermatozoides es importante para la
comprension de la biologia reproductiva tanto de humanos como de animales domésticos
y silvestres. En las diferentes especies existe una gran variacion en el estudio sobre el
analisis de semen (volumen del semen, el pH, la concentracion espermatica, el nimero
total de espermatozoides, el porcentaje de espermatozoides moéviles y el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales) ya que se ha observado que los
espermatozoides al presentar alguna anormalidad no pueden capacitarse ni llevar a cabo
la reaccién acrosomal y por lo tanto no logran penetrar al ovocito y llevar a cabo la
fertilizacion o un desarrollo adecuado del embrién (Eliasson, 2010). La informacion de
estos estudios se pueden utilizar para investigar problemas reproductivos y para
determinar la eficacia de los métodos en tecnologias de reproduccion asistida (De Jong et
al. 2005; Brito et al. 2010).

Durante los ultimos afios y para la mayoria de las especies domésticas de interés
zootécnico, se han desarrollado diferentes métodos de maduracion in vitro (MIV),
fertilizacién in vitro (FIV) y desarrollo embrionario in vitro (DIV) (Cheng et al. 1986;
Bavister et al.1992; Bavister, 1995) mientras que en especies de fauna silvestre, los
porcentajes de desarrollo se encuentran todavia en fase experimental (Pope, 2000; Wirtu
et al. 2009).

La fertilizacion in vitro en fauna silvestre tiene gran importancia por su posible
aplicacion en distintas areas de investigacién. Sin embargo, en comparacién con los
resultados obtenidos en rumiantes y humanos, hasta la fecha las experiencias con la
fertilizacion in vitro en fauna silvestre ha tenido mucho menos éxito (Loskutoff, 2003) y en

murciélagos no existen reportes relacionados con estos temas.
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Il. ANTECEDENTES
2.1. MORFOLOGIA ESPERMATICA

El espermatozoide es el producto final del proceso de espermatogénesis, donde
las células germinales pasan a través de una serie de fases mitéticas, meiéticas y de
diferenciaciéon dentro del tibulo seminifero del testiculo (Behre et al. 2000; Sutovsky y
Manandhar, 2006). Los componentes principales de un espermatozoide son la cabeza, el
acrosoma, la pieza media y el flagelo.

CABEZA

Los espermatozoides de muchas especies de mamiferos presentan una cabeza en
forma de espatula, con el nlcleo y el acrosoma aplanado en un plano antero-posterior, €l
acrosoma y nlcleo son estructuras simétricas. En contraste, el espermatozoide de
algunos roedores presenta una cabeza de forma falciforme, con el acrosoma que recubre
el borde convexo del nicleo. En general, dentro de muchas especies de mamiferos los

espermatozoides son uniformes en tamafo y forma (Senger, 2003).
Nucleo

En el ndcleo, el acido desoxirribonucleico (ADN) esta condensado y las histonas
han sido parcialmente reemplazadas durante la espermiogénesis por protaminas
haciendo que la cromatina esté hipercondensada, lo que también le proporciona una
forma hidrodinamica a la cabeza (Brewer et al. 2002; Dadoune, 2003) permitiendo que se
desplace por las diferentes estructuras del aparato reproductor de la hembra. Al igual que
las células somaticas, el ndcleo esta cubierto por una envoltura nuclear reducida
(Sutovsky y Manandhar, 2006).

Citoesqueleto

El citoesqueleto en la cabeza del espermatozoide de mamifero se encuentra
dividido en dos regiones: la regién subacrosomal localizada entre el acrosoma y el nucleo.
La region postacrosomal que se encuentra entre el ndcleo y la membrana plasmatica
posterior al acrosoma (Brewer et al. 2002; Eddy, 2006). La region subacrosomal y

postacrosomal se conoce como teca perinuclear. En organismos donde el
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espermatozoide tiene una cabeza en forma falciforme tienen una region mas de
citoesqueleto, la cual se conoce como la regién para-acrosomal que esta presente entre la
punta anterior del acrosoma y la membrana plasmatica en espermatozoides que tienen

una cabeza falciforme (Eddy, 2006).

El citoesqueleto tiene un rol estructural ya que define la forma y la simetria de la
cabeza del espermatozoide (Clermont et al. 1955; Yanagimachi y Noda, 1970). La teca
perinuclear proporciona rigidez y apoyo a la parte posterior de la cabeza del
espermatozoide previniendo su flexiéon durante el movimiento; ademas permite la unién y
la estabilidad entre la membrana plasmatica, el acrosoma y el nicleo (Courtens et al.
1976; Lalliy Clermont, 1981; Bellvé y Brien, 1983; Longo et al. 1987)

Acrosoma

Se origina del aparato de Golgi durante la espermiogénesis y cubre dos terceras
partes de la parte anterior del nucleo. El acrosoma consta de la membrana acrosomal
externa, que se encuentra cerca de la superficie interior de la membrana plasmatica de la
cabeza del espermatozoide y de la membrana acrosomal interna, que se encuentra muy
cerca de la envoltura nuclear (Eddy, 2006). La forma, distribucién y tamafio del acrosoma
estan altamente conservadas a lo largo de la evolucion y es distintivo de los
espermatozoides de animales de diferentes filos (Eddy, 2006).

El acrosoma delimita dos secciones de la cabeza: El acrosoma anterior y el
segmento ecuatorial. Durante la reaccion acrosomal, la membrana acrosomal externa y la
membrana plasmatica se fusionan y forman vesiculas, para liberar el contenido del
acrosoma. La membrana acrosomal interna y el segmento ecuatorial persisten hasta la
fusion del espermatozoide con el 6vulo (Sutovsky y Manandhar, 2006). Esta vesicula
contiene enzimas hidroliticas como acrosina, hialuronida, lisina, esterasas e hidrolasas
acidas (Sutovsky y Manandhar, 2006) necesarias para la penetracion de las capas de
células de la granulosa y la zona pelicida del ovocito para poder fertilizarlo (Senger,
2003).
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FLAGELO

Los espermatozoides de mamifero presentan diferencias especie-especificas en la
forma y longitud del flagelo. El espermatozoide de humano es de aproximadamente 60 um
de longitud total, mientras que el flagelo presenta una longitud aproximada de 55 um
(Baccetti, 1984), el espermatozoide de conejo mide 46 um de largo, el de ratén 120 um de
largo, el de rata 190 um de largo y el espermatozoide de hamster mide aproximadamente
250 um de largo (Phillips, 1972).

El flagelo de espermatozoides de mamifero consiste de 4 segmentos distintos: El
de conexion (cuello), la pieza media, la pieza principal y la pieza final. Los principales
componentes estructurales dentro del flagelo en los espermatozoides son el axonema, las
mitocondrias arregladas en forma en espiral, las fibras densas externas y la vaina fibrosa
(Eddy, 2006).

Pieza media

La longitud de la pieza media y la disposiciébn de las mitocondrias en el
espermatozoide ha sido determinada en varias especies de mamiferos (Phillips, 1977). La
pieza media esta formada por pares de mitocondrias alargadas dispuestas en un patron
helicoidal alrededor de las fibras densas exteriores de la cola. La pieza media difiere
considerablemente en longitud; pero la organizacion de las mitocondrias es poco variable
entre las especies. La longitud de la pieza media esta relacionada con la longitud de los
espermatozoides y en la mayoria de los mamiferos esta entre 8 y 12 micras pero en la

rata es de 64 um y 100 pum en el hamster chino (Phillips, 1972).

El nimero de giros mitocondriales de la pieza media varia entre las especies. En
conejo, las mitocondrias estan organizadas en alrededor de 41 giros dispuestos en una
hélice cuadruple, 40 giros dispuestos en una doble hélice en el mono Rhesus y cerca de
64 giros en el espermatozoide de toro. Hay alrededor de 362 giros mitocondriales en el
espermatozoide de rata, donde las mitocondrias en espiral se encajan en patrones

intrincados alrededor de las fibras densas externas (Phillips, 1977)

El anulus delimita la unién entre la pieza media y la pieza principal del flagelo. La
pieza principal constituye la mayor parte del flagelo y continla casi hasta el final del

flagelo, donde continla como microtibulos que terminan en la pieza final (Senger, 2003).
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Pieza final

El axonema se origina a partir del centriolo distal y se compone de un complejo de
9 + 2 de microtibulos; esto es, 9 pares de microtibulos dispuestos radialmente alrededor
de dos filamentos centrales. Alrededor de este arreglo de 9+2 hay 9 fibras densas
externas que estan adyacentes al axonema y se extienden desde el cuello hasta la parte

final de la pieza principal (Zamboni y Stefanini, 1971; Oura, 1971; Senger, 2003).

El flagelo proporciona la fuerza necesaria para que el espermatozoide alcance la
superficie del ovocito y logre fertilizarlo. Los diferentes elementos del flagelo generan y
dan forma a las ondas de flexion que producen esta fuerza y propagan las ondas desde la
cabeza hasta la punta del espermatozoide (Baccetti, 1984; Eddy, 2006). El flagelo, al igual
gue la cabeza, esta herméticamente cerrado por la membrana plasmatica y contiene una

escasa cantidad de citoplasma.

2.2. MORFOLOGIA DEL COMPLEJO OVOCITO CUMULO (COC)

El complejo ovocito-cimulo es una estructura que consta en su interior de dos
células, una pequefia llamada primer cuerpo polar y la mas grande llamado ovocito,
ambos estan encerrados en una matriz extracelular de glicoproteinas, denominada la
zona pelucida (ZP). Entre el ovoicto y la ZP hay un espeacio llamado perivitelino
(Florman y Ducibella, 2006). La zona pellcida esta cubierta por varias capas foliculares
conocidas como células de la granulosa o del cumulo (cumulus oophorus). Un COC de
humano tiene un diametro aproximado de entre 116.9 a 130 um, pero puede variar entre
las especies (Goyanes et al. 1990; Trounson et al. 2001).

Citoplasma

El ovocito contiene una gran cantidad de citoplasma, en el cual se almacenan
diversas proteinas que permitiran mantener la nutricién del ovocito y del embrién, ya que
los primeros estadios de desarrollo embrionario necesitan un suministro de energia y
aminoacidos para mantener su desarrollo y viabilidad (Albertini et al. 2001). En la mayoria
de los organismos, el citoplasma contiene una gran cantidad de ARN mensajeros
(ARNm), para la produccién de proteinas durante el desarrollo temprano. También

contiene una gran cantidad de ribosomas y de ARN de transferencia (ARNt), necesarios
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para la sintesis de proteinas después de la fertilizacion del ovocito, ademas de factores
morfogenéticos, localizados en diferentes regiones del citoplasma para la posterior
diferenciacién de las células en diferentes linajes (Trounson et al. 2001; Florman y
Ducibella, 2006)

Nucleo

Al final del periodo de crecimiento y antes de la maduracion meidtica, el nicleo del
ovocito es grande, palido y en relativa inactividad transcripcional conocido como vesicula
germinal (GV) (Gonzales-Santander y Clavero Nuez, 1973). Después de la ovulacion, la
maduracion de los ovocitos se realiza en varias etapas, iniciando con la ruptura de la
membrana nuclear de la vesicula germinal, la primera division meiética incluyendo
extrusion del primer cuerpo polar, la formacion del segundo huso meiético y la detencién

de la segunda meiosis en metafase (Sathananthan, 1985; Florman y Ducibella, 2006).
Otros organelos

Hay una gran cantidad de mitocondrias de forma alargada, las cuales se
encuentran distribuidas cerca de la membrana plasmatica del ovocito, en el citoplasma y

cerca de la envoltura nuclear (Familiari et al. 2006)

El ovocito maduro tiene pocos ribosomas, no tiene reticulo endoplasmico rugoso y
también se observan algunas membranas formando el aparato de Golgi (Sathananthan et
al. 1990).

Membrana plasmatica

La membrana plasmatica esta formada por una doble capa de lipidos y en su
superficie presenta una gran cantidad de microvellosidades (Sathannanthan et al. 1990).
Esta membrana regula el flujo de ciertos iones durante la fertilizacién y debe ser capaz de

fusionarse con la membrana plasmatica del espermatozoide.
Grénulos corticales

Estos son pequefios granulos de secrecién con un diametro de 0.2 a 0.6 um que
aumentan en numero durante el crecimiento de los ovocitos y migran hacia la corteza,
colocandose a una distancia de 0.4 a 0.6 um por debajo de la membrana plasmatica

(Ducibella et al. 1994).
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Los granulos corticales contienen glicosaminoglicanos, proteasas, fosfatasas
acidas y peroxidasas (Hoodbhoy y Talbot, 1994; Familiari et al. 2006; Florman y Ducibella,
2006). Se ha observado que existe una correlacion entre la translocacion de los granulos
corticales y la placa metafasica; debido a un cambio de concentracién de Ca* y de que los
microtubulos probablemente estan implicados en la translocacion correcta de los granulos
corticales durante el bloqueo de la polispermia y la extrusion del segundo cuerpo polar
durante la fertilizacién (Abbott et al. 2001).

Zona pelicida

Es una matriz extracelular especializada que es sintetizada y secretada por el
ovocito en crecimiento (Bleil y Wassarman 1980; Wassarma et al. 2001). Esta compuesta
por varias glicoproteinas designadas como ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 (Bleil y Wassarman
1980; Wassarma et al. 2001; Lefievre et al. 2004). La proteina ZP4 no esta presente en
raton. Sin embargo esta presente en humano y rata (Lefievre et al. 2004; Hoodbhoy et al.
2005). Estas proteinas forman una malla reticular que rodea al ovocito. En el raton, donde
esta matriz ha sido examinada por métodos microscépicos y bioquimicos, la zona se
compone de ZP2/ZP3 filamentos que se mantienen unidos por interacciones no

covalentes, los cuales se entrelazan a intervalos por ZP1 (Florman y Ducibella, 2006).
Células del cimulo o de la granulosa

Las células del cumulo son subpoblaciones de células de la granulosa que
proveen de nutrientes al ovocito durante su crecimiento por medio de uniones que
atraviesan la zona pellcida y se conectan con el citoplasma del ovocito. Estas células son
las responsables de la maduracién citoplasmatica ya que por medio de las uniones GAP
secretan hacia el ovocito AMPc, purinas, pirimidinas, metabolitos y aminoacidos. Ademas
existen sefializaciones paracrinas de factores de crecimiento (GDF-9, GDF-9B, FGF) y
activinas del citoplasma del ovocito hacia las células de la granulosa que son necesarias
para su optimo desarrollo y maduracion (Albertini et al. 2001; Dadashpour et al. 2012). Por
otra parte, el cimulo sintetiza una matriz compuesta de acido hialurénico y proteinas que
juega un papel importante en el transporte del ovocito a través del oviducto favoreciendo
la unién del espermatozoide para la fertilizacion. Sin embargo las funciones de las células
de la granulosa o del cimulo durante la fecundacion en mamiferos aln necesita mayor
investigacion (Tanghe et al. 2002).
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Hay estudios que muestran como las células del cimulo pueden actuar como una
barrera selectiva, deteniendo a los espermatozoides con morfologia anormal o que no
estan capacitados asi como aquellos que han completado la reacciébn acrosomal,
permitiendo que solo los espermatozoides con un acrosoma intacto puedan penetrar y
participar en las etapas posteriores de la fertilizacion (Cummins y Yanagimachi, 1986;
Yanagimachi, 1994).

Las células del cimulo pueden proporcionar factores que regulan la funcién de los
espermatozoides ya que se ha observado en estudios in vitro que espermatozoides
mantenidos en medios de cultivo con células del cimulo incrementan la duracién de la
motilidad, la velocidad y la fuerza generada por el flagelo (Westphal et al. 1993;
Yanagimachi, 1994; Fetterolf et al. 1994). Ademas, se ha sugerido que las células del
cumulos liberan un quimioatrayente para acercar al espermatozoide hacia el ovocito (Sun
et al. 2005).

2.3. CARACTERIZACION DE ESPERMATOZOIDES

Como se mencioné anteriormente, los espermatozoides pueden proporcionar
informacién valiosa sobre la salud de los testiculos y epididimos (Freneau et al. 2010),
asi como de los procesos relacionados con eventos celulares como la espermatogénesis,
motilidad e interacciones celulares (Eliasson, 2010). De manera que la evaluacion del
semen es de suma importancia, ya que existen caracteristicas que se asocian con la
infertilidad.

La calidad del semen depende de factores que usualmente no pueden ser
modificados, tales como la produccién espermatica por los testiculos, las secreciones de
las glandulas y 6rganos accesorios (Bjérndahl y Kvist, 2003), de enfermedades, la edad,
la temperatura, la alimentacién (Pound et al. 2002), asi como otros factores, tales como el
tiempo de abstinencia y el método con el que fue obtenida la muestra de semen. Todos
estos factores deben ser registrados y tomados en cuenta para la interpretacion de los

resultados (Correa-Perez et al. 2004; De Jonge et al. 2004)
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El estudio de las caracteristicas del semen, puede dividirse en dos grupos: las
macroscoépicas que pueden ser evaluadas a simple vista enseguida de la eyaculacién en
el tubo colector y las microscépicas que requieren de un equipo minimo de laboratorio (de
Lucas y Arbiza, 2004).

2.3.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
2.3.1.1. Medicion de la circunferencia o didametro e scrotal

La importancia de esta medicion radica en la correlacién del peso testicular y la
produccién espermatica, ya que proporciona una estimacion aproximada de la produccion
de espermatozoides (Handelsman et al. 1984; WHO, 2010; Senger, 2003; Behre et al.
2000; Andersen et al. 2000; Holstein et al. 2003).

2.3.1.2. Volumen

El volumen del eyaculado varia entre las especies y es producto de las glandulas
accesoria (glandula prostética, glandulas bubouretrales y del epididimo: WHO, 2010;
Senger, 2003). La precisa medicion del volumen es esencial en la evaluacion del semen,
porque esto permite calcular el total del nimero espermatico y de células no espermaticas
en el eyaculado (WHO, 2010)

Se mide directamente en el tubo donde se hace la coleccién. Este suele poseer un
rango muy variable como puede apreciarse en la Tabla 1, pudiendo deberse a la especie,
al individuo, edad, estacion del afio, numero de eyaculaciones, cansancio, tiempo de
abstinencia y enfermedades (de Lucas y Arbiza, 2004).

21



Tabla 1: Volumen del eyaculado, numero de espermatozoides en diferentes especies (Hafez y
Hafez, 2002).

Bovino 2.0-10 4,000-5,000
Porcino 150-500 5,000
Ovino 0.7-2.0 800
Canino 1.0-2.5 125
Humano 2.0-6.0 125
Conejo 0.4-6.0 250-500
Ratén 0.15 80
Rata 0.10 80
2.3.1.3. Color

El color normal de un eyaculado debe ser blanco cremoso. Las variaciones pueden
indicar una serie de anomalias, por ejemplo: un color de lechoso o acuoso esta asociado
generalmente a baja concentracion de espermatozoides, el caso contrario seria un color
cremoso intenso; una coloracién roja o rosada, indica la presencia de sangre; un color
amarillo puede estar asociado con la presencia de orina 0 pus. Estas caracteristicas,
aungue algo subjetivas, pueden ser un buen indicador de lo que se podra encontrar en la

observacion microscopica (de Lucas y Arbiza, 2004; WHO, 2010).
2.3.1.4. pH

El pH del semen es un balance entre el pH de las diferentes secreciones de las
glandulas accesorias, principalmente las secreciones alcalinas de las vesiculas seminales
y las secreciones acidas de la glandula prostatica. El pH tiende a incrementarse cuando
existe alta mortalidad de espermatozoides, cuando se efectllan eyaculados sucesivos o
bien cuando se extrae el semen con electroeyaculador (Behre et al. 2000; Andersen et al.
2000; WHO, 2010).
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2.3.2. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

La observacion del semen al microscopio completa la evaluacion que se inicié en
forma macroscépica. Las principales caracteristicas analizadas son: motilidad,

concentracion, viabilidad (porcentaje de vivos y muertos) y morfologia espermatica.
2.3.2.1. Motilidad espermatica

La medicién de la motilidad consiste en colocar una gota de semen en un
portaobjetos previamente calentado a 37T en una pl atina y observar en un microscopio
con el objetivo de 10X. El mantenimiento de la temperatura a 37C es fundamental para la
evaluacién, ya que los cambios pueden dar lecturas equivocadas y alteraciones en el
comportamiento o movimiento de los espermatozoides (Hafez y Hafez, 2002; WHO,
2010). Se ha detectado que a 32T s6lo el 75% de lo s espermatozoides tiene movilidad y
a 20C menos del 35%. Ademas, hay una baja sensible en la velocidad y pueden

observarse movimientos circulares o en reversa (de Lucas y Arbiza, 2004).

En la actualidad, el desarrollo de métodos electrénicos, como los aparatos de
analisis vinculados a programas de computadora como los sistemas CASA (Computer
Assited Sperm Analysis) esta permitiendo andlisis mas rapidos y eficientes. Sin embargo,

por el momento el costo de los mismos es muy elevado, lo que limita su uso.

Un sistema simple para evalfuar la motilidad consiste en distinguir en la
observacion microscépica a los espermatozoides con motilidad proresiva y no probresiva
de los inmoviles.

MOTILIDAD PROGRESIVA. Espermatozoides activos, su desplazamiento es linear o en

circulos grandes, independientemente de la velocidad.

MOTILIDAD NO PROGRESIVA. Todos los otros patrones de motilidad sin avance en su
posicién. Por ejemplo nadando en circulos pequefios, la fuerza del flagelo apenas lo

desplaza o cuando el bateo del flagelo se puede observar.

INMOVILES. No presentan movimiento.
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Jouannet et al. (1988), Larsen et al. (2000) y Zinaman et al. (2000) concluyen que
la motilidad progresiva del espermatozoide de humanos se encuentra relacionada con las
tasas de gestacion. Esto es, espermatozoides que presentan una motilidad progresiva

podran fertilizar al ovocito y por lo tanto la hembra quedaréa gestante.
2.3.2.2. Concentracion espermatica

Esta puede ser medida basicamente por dos métodos, uno directo y otro indirecto.
El método directo consiste en el conteo de espermatozoides en una camara de Neubauer.
Tiene como inconveniente lo lento y laborioso de la técnica.

Un método indirecto para medir la concentracion consiste en la utilizacion de
colorimetros o espectrofotometros, que determinan la densidad o capacidad de la
trasmisién de luz a través de una muestra del semen diluido, al cual se le atribuye un valor
estandar segun tablas preparadas acordes con la calibracion del aparato. Asi se puede

estimar la concentracién del semen (de Lucas y Arbiza, 2004; Bernal, 2008).

La concentracion espermatica esta relacionada con la capacidad y produccion
testicular, la disminucién de la concentracién en un grado severo puede indicar signos de

patologia testicular (Cuevas y Ruiz, 1972).

El nUmero total de espermatozoides por eyaculado y la concentracion espermatica
estan relacionados con el volumen testicular (Handelsman et al. 1894; Andersen et al.
2000. Behre et al. 2000) y es una forma de medir la capacidad de los testiculos para
producir espermatozoides (McLeod y Wang, 1979). Ademas esta relacionada con las
tasas de fertilizacion y de gestacioén (Eliasson, 1975).

2.3.2.3. Viabilidad espermatica

El porcentaje de espermatozoides vivos es analizado por la identificacién de estos
con membrana celular intacta, ya sea por la exclusiéon de un colorante o por una prueba
hipoosmadtica. La exclusion del colorante es un método basado en el principio de que si la
membrana plasmatica esta dafiada el colorante penetrara (espermatozoides no vivos). En
la prueba hipoosmaética se basa en que solamente las células con membranas intactas
(espermatozoides vivos) los flagelos se enrollaran al ser expuestos a soluciones
hipoosmética (Jeyendra et al. 1984; Bart y Oko, 1989).
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La viabilidad espermatica debe ser analizada tan pronto como sea posible, para
prevenir la observacion de efectos perjudiciales de deshidratacion o cambios en la

temperatura sobre la viabilidad.
2.3.2.4. Morfologia espermética (anormalidades)

El semen contiene normalmente cierta proporcion de espermatozoides
morfolégicamente anormales, sin embargo cuando sobrepasa cierto limite influye en
forma negativa sobre la fertilidad (Silva, 1989) ya que el espermatozoide puede realizar
sus funciones bioldgica solo cuando esta cualitativa y morfolégicamente bien constituido
(Holy, 1983). Los espermatozoides anormales son incapaces de fecundar al ovocito,
debido a que se encuentran imposibilitados para desplazarse dentro del aparato
reproductor de la hembra, quedando atrapados en su gran mayoria en los anillos

cervicales (Montes, 1984).

Se pueden detectar anormalidades en la cabeza, pieza media y flagelo, existiendo
dos tipos de anormalidades espermaticas: las primarias, generalmente resultado de fallas
durante la espermatogénesis, y las secundarias, que se atribuyen principalmente a una
funcion anormal del epididimo o del plasma seminal (de Lucas y Arbiza, 2004; Tabla 2).
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Tabla 2: Anormalidades esperméticas comlUnmente encontradas en muestras de animales

domésticos.
Anormalidades primarias Anormalidades secundarias
Espermatozoides no desarrollados Cabezas normales sueltas
Cabezas dobles Flagelos sueltos
Defecto del acrosoma Gotas citoplasmatica distal
Cabezas alargadas Flagelo abaxial

Cabezas piriformes

Cabezas anormales pequefias

Cabezas normales sueltas

Cabezas dobles

Pieza media anormal, gruesas o irregulares

Flagelos fuertemente dobladas o enrolladas

Flagelos dobles

Gota citoplasmética proximal

Cabeza con vacuolas

La presencia de porcentajes mayores al 50% de anormalidades espermaticas en el
eyaculado de bovinos es un reflejo de lesiones o cambios degenerativos en los testiculos
y/o en los epididimos. Con frecuencia es dificil determinar si tales cambios son transitorios
o permanentes, lo cual se complica alin mas si consideramos que los espermatozoides
gue aparecen en el eyaculado son producto de un proceso que inici6 meses antes
(Montes, 1984). Algunas agresiones en los testiculos pueden inducir porcentajes altos de
anormalidades, por ejemplo, cuando los machos son expuestos a temperaturas muy altas,
ya sea ambiental o causada por fiebres severas debidas a procesos infecciosos,
disminuye la motilidad y aumenta el porcentaje de anormalidades espermaticas y, por
tanto, la fertilidad es reducida (Hafez, 1980; Silva, 1989; Senger, 2003; WHO, 2010).
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En ocasiones, en el eyaculado pueden aparecer otros tipos de células como:
eritrocitos, leucocitos, células epiteliales de la uretra o del pene, las cuales son mas
frecuentes cuando la concentracion espermatica es baja o existe algun proceso infeccioso

en alguna parte del aparato reproductor (de Lucas y Arbiza, 2004; WHO, 2010).

Los espermatozoides anormales, también pueden tener ADN anormal. Los
defectos morfolégicos han sido asociados con un aumento en la fragmentacién del ADN
(Gandini et al. 2000), en la incidencia de aberraciones cromosémicas (Lee et al. 1996), de
cromatina inmadura (Dadoune et al. 1988) y aneuploidia (Devillard et al. 2002; Martin et
al. 2003).

2.4. CARACTERIZACION DE ESPERMATOZOIDES EN ESPECIES DE FAUNA
SILVESTRE

En los Ultimos afios se ha generado un mayor interés por comprender la biologia
reproductiva de especies de fauna silvestre como en la cabra Capricornis sumatraensis
(Suwanpugdee et al. 2009) donde evaluaron la calidad del eyaculado y caracterizaron la
morfologia espermatica. Ellos concluyen que los resultados obtenidos son similares a lo
reportado en otros bévidos. Su estudio promovid la generacién de una base de datos para
comenzar a implementar programas de conservacion de especies en peligro de extincién
debido a la pérdida de su habitat y la excesiva caza. También se han creado bases de
datos en el Leopardo de las Indias (Panthera pardus; Jayaprakash et al. 2001) y en el
leopardo de Arabia evaluando el semen en diferentes épocas del afio (Panthera pardus
nimr; Haas van Dorsser y Strick, 2005). Permitiendo entender la estrategias reproductivas

en animales silvestres y poder ayudar en el manejo de su conservacion (Wild et al. 1995).

También se ha descrito la ultraestructura, morfometria y anormalidades
espermaticas para el empleo de técnicas de reproduccién asistida como inseminacioén
artificial y fertilizacion in vitro para especies como el oso negro (Ursus americanus; Brito et
al. 2010); marsupiales (Dasyprocta aguti; Ferraz et al. 2011); perros salvajes africanos
(Lycaon pictus; Johnston et al. 2007); Koalas (Phascalarctos cinereus adustus; Jonhston
et al. 1994) y musaranas pertenecientes a la familia Soricidae (Parapanov et al. 2009).
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Ademas de lo anterior, el analisis de semen también sirve para realizar estudios
comparativos entre las especies que pertenecen a la misma familia como los trabajos de
Ambriz et al. (2003). Estos autores realizaron un estudio comparativo de los érganos
reproductivos y de la morfometria del espermatozoide de tres especies de lagomorfos
silvestres de Norteamérica: El conejo zacatuche (Romeralogus diazi), la liebre de cola
negra (Lepus californicus) y el conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus). No obstante
existe una variacion especie-especifica en la evaluacion del semen en cuanto al volumen,
pH, concentracion espermatica, porcentaje de motilidad y anormalidades; por lo que ha

sido dificil realizar estudios comparativos.

Ademas, las investigaciones sobre la evaluacion de los espermatozoides permite
entender las relaciones filogenéticas entre especies, como los estudios realizados por

Robson et al. (1997) en primates de la especies Tarsius bancanus.

El uso de técnicas de reproduccion asistida en animales de vidas silvestre ha
incrementado considerablemente durante los Ultimos afios, no solamente para propdsitos
de conservacién, sino también porque varias de estas especies han llegado a ser
importantes para la ganaderia y la caza. El ciervo rojo ha recibido gran atencion para los
ganaderos e investigadores (Martinez et al. 2008) debido a la necesidad de crear

programas para el manejo de éstas y para los sitios donde se caza esta especie.

2.5. CARACTERIZACION DE ESPERMATOZOIDES EN MURCIELA GOS

Se han descrito los espermatozoides de alrededor de 35 especies de murciélagos
pertenecientes a la familia Phyllostomidae (Forman y Genoways, 1979). Beguelini et al.
(2011) mencionan que la ultraestructura del espermatozoide del murciélago Platyrrhinus
lineatus muestra un patrén relacionado con las células espermaticas de humanos y otros
primates. Asi como también Beguelini et al. (2014) menciona que la ultraestructura del
espermatozoide del murciélago Carollia perspicillata, perteneciente a la familia
Phyllostomidae, es similar al de otros murciélagos ya descritos con anterioridad y que
presenta las caracteristicas tipicas del espermatozoide de mamifero; sin embargo la
morfologia de la cabeza del espermatozoide de esta especie de murciélago difiere a lo

observado en marsupiales y roedores.
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Cummins y Woodall (1985) reportan las dimensiones espermaticas de diferentes
ordenes y de 284 especies, incluyendo las medidas de la cabeza, pieza media y flagelo
de las especies A. jamaicensis y S. lilium. Sin embargo, existe poca informacién acerca de
la morfologia espermatica en éstas dos especies.

En un estudio morfolégico realizado por Forman y Genoways (1979) se observé
que los espermatozoides de A. jamaicensis estan formados por una cola corta y la
cabeza es casi circular y carece de un cuello. Las dimensiones de la cabeza del

espermatozoide van del rango 4,28 a 4,65 mm de longitud y 3,16 a 3,44 um de ancho.

Se han realizado estudios en otras familias y especies de microquirépteros
basandose en la descripcidon del espermatozoide en Myotis lucifugus y Eptisicus fuscus
(Fawcett e Ito, 2005), Miniopterus shreiberssi (Bernand y Hodgson, 2005) y en el género
Rinolophus (Gatti 1984) ya que en estas especies los espermatozoides pueden ser
almacenados dias o hasta meses en el tracto reproductor de la hembra durante los meses

de hibernacién que les permite mantenerse viables.

En Yinpterochiroptera se ha reportado la obtencidn y caracteristicas del semen de
tres especies del género Pteropus (P. alecto, P. poliocephalus y P. scapulatus). La
descripcién se basa en la calidad de semen en lo que se refiere a anormalidades,

viabilidad, motilidad y acrosoma intacto (De Jong et al. 2005).

2.6. CARACTERIZACION DE OVOCITOS

Como se menciond arriba, la evaluacion de la morfologia del complejo ovocito-
cumulo (COC) es el método mas comin empleado como un indicador del potencial de
desarrollo de los ovocitos utilizados en protocolos de fertilizacion in vitro (De Loos et al.
1989; Hinrichs y Williams, 1997).

La evaluacion esta basada en la directa visualizacion de la apariencia de los
complejos ovocito-cimulo (COC) bajo un microscopio estereoscépico. Estas
observaciones pueden ser hechas rapidamente mientras se busca ovocitos en los

aspirados que se obtienen en el liquido folicular (Sharpe-Timms y Zimmer, 2000).
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El método para discriminar entre los ovocitos competentes e incompetentes para el
desarrollo embrionario es analizar la morfologia del citoplasma y de las células del
cumulo. La calidad de las envolturas celulares que rodean el ovocito y la apariencia del
citoplasma son los mejores indicadores del potencial que éste posee para la maduracion y

fertilizacion in vitro (Gordon y Lu, 1990)

Cada laboratorio establece un tipo de clasificacién para los ovocitos recuperados
gue se van a someter a procedimientos in vitro. Los ovocitos pueden ser clasificados de

acuerdo al nimero de capas de células del cimulo y la apariencia del citoplasma.

El grado de expansién de las células del cimulo se considera como un indicador
de la calidad de los ovocitos (Sutton-McDowall et al. 2004; Yokoo y Sato, 2004; Bertoldo
et al. 2011). La expansion del cimulo se ha demostrado que influye en la fertilizacion al
promover la penetracion de los espermatozoides en el ovocito mediante la induccion de la
reaccion acrosomal (Areekijseree y Vejaratpimol, 2006) y por lo tanto el desarrollo
posterior. Por otro lado, Shioya et al. (1989) y Siriarronrat et al. (2010) demostraron que
los ovocitos desnudos (aquellos que no presentan células del cumulo alrededor del
ovocito) presentan una capacidad reducida para la maduracion, fertilizacion y posterior

desarrollo embrionario.

Diversos criterios han sido empleados por los diferentes autores para evaluar la
calidad del ovocito siguiendo diferentes esquemas de clasificacion. Sin embargo, la
mayoria de los autores se basan en la seleccion de ovocitos siguiendo parametros
visuales de valoracion de la morfologia de los COC, el aspecto del citoplasma del ovocito,
ademas la expansion de las células de la granulosa y de la corona radiada esta
correlacionado directamente con la madurez del ovocito (Laufer et al. 1984; Mahadevan y
Fleetham, 1990; Hammitt et al. 1993; Greenblatt et al. 1995).

Se considera que un ovicito es maduro o de buena calidad, cuando el citoplasma
es claro, brillante, de color y granularidad uniforme y ocupa mas espacio del espacio
perivitelino. La zona pellcida debe estar intacta y simétrica. Las células de la granulosa o
del cumulo que estan asociadas al ovocito, deben ser claras, brillantes y con un tamafio
uniforme entre ellas (Sharpe-Timms y Zimmer, 2000).

Los ovocitos con células del cimulo y corona radiada expandidas son

considerados ovocitos maduros en meiosis Il, metafase Il. Ovocitos que presentan las
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células del cimulo expandidas pero la corona radiada no, indica que son ovocitos menos
maduros que se encuentran en meiosis | u ovocitos intermedios en metafase |. La
ausencia de células del cumulo o la no expansion representa a ovocitos inmaduros en
Profase | (Albertini et al 2001; Familiari et al. 2006).

Los ovocitos considerados de mala calidad presentan un citoplasma oscuro y con
gran cantidad de granulos y vacuolas, una zona pellcida fragmentada y de un espesor
menor a la que presentan los ovocitos considerados de buena calidad, en algunos
ovocitos hay ausencia de la corona radiada o de varias capas de células de la granulosa.
Los ovocitos degenerados o atrésicos, presentan un amplio espacio perivitelino, el
citoplasma es de forma irregular muy oscuro y granulado, ademas de que pueden

presentar o no un cuerpo polar (Albertini et al. 2001).

Por otro lado, es posible encontrar ovocitos pos-maduros y que no son aptos para
ser utilizados en programas de reproduccién asistida. Estos presentan aglutinacion vy
oscurecimiento de las células de la granulosa y de la corona radiada, pueden tener un
gran espacio perivitelino y muestran un cuerpo polar ligeramente degenerado (Albertini et
al. 2001).

Estas diferencias estructurales han sido encontradas en ovocitos con diferentes
estados de madurez y que se han madurado tanto in vivo como in vitro. En ovocitos con
una apariencia normal se han observados estructuras con signos de degeneracion (Yang
et al. 2009).

En ovocitos humanos se ha estudiado la degeneracion de los ovocitos por medio
de las tasas de apoptosis en las células de la granulosa. Yang et al. (2009) observaron
que las células de cumulo que tenian una apariencia anormal presentaron una alta
frecuencia de células en apoptosis y esta fue significativa, comparada con los ovocitos
con apariencia normal. Ellos concluyen que los ovocitos que muestran una apariencia
normal madurados in vitro, presentaron una mejor dispersion de las células del cimulo
comparada con los ovocitos anormales; incluso bajo condiciones éptimas, siempre existira
cierta proporcion de células del camulo que sufriran apoptosis durante el desarrollo.

Muchos investigadores han tratado de relacionar la calidad de un ovocito por la
morfologia de las células de la granulosa y del citoplasma (Liebfried y First, 1979; De Loos

et al. 1989). Sin embargo aln no es posible predecir con exactitud que la morfologia de
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los COC puede afectar la competencia y desarrollo de los ovocitos. Numerosos autores
han descrito que la presencia de un cumulo intacto alrededor del ovocito y una apariencia
homogénea del citoplasma son indicadores de ovocitos inmaduros con capacidad para
madurar y desarrollarse (Liebfried y First, 1980; Xu, 1987; Gordon y Lu, 1990).

En humanos, Veck (1980,1990, 1991) y Wolf (1988) describieron la morfologia de
los ovocitos basandose en las caracteristicas de las células de la granulosa, la apariencia
del citoplasma y de la zona pellcida. Ellos concluyen que la evaluacion y la calidad de los
ovocitos ayuda a determinar en qué etapa de madurez se encuentran, ademas de que
permite predecir si esto podria afectar la fertilizacién y posteriormente el desarrollo y
calidad del embrién, asi como las tasas de gestacion en los laboratorios de reproduccién

asistida

De Loos et al. (1989) adaptaron la clasificacion de Liebfried y First (1979) y usaron
un esquema de clasificacion que comprende cuatro categorias de ovocitos basados en la
compactacién, nimero de capas y transparencia de las células de la granulosa. En las
cuales, las categorias 1, 2 y algunos de la 3 los ovocitos al someterlos a la maduracion in
vitro mostraron la misma capacidad para alcanzar la etapa de Metafase Il. Los de
categoria 3 y 4 los ovocitos presentaron sefiales de degeneracién y principalmente los de
categoria 4 mostraron una disminuciéon en su capacidad para alcanzar la etapa de
Metafase Il. Ellos concluyen que existe una gran variacion en la apariencia de los ovocitos
inmaduros y que los ovocitos que presentan avanzados signos de degeneracion

demuestran un bajo potencial para que puedan madurar in vitro.

Madison et al. (1992) Realizarén una investigacién similar y concluyen que los
ovocitos que estan cubiertos de células de la granulosa y se encuentran en forma
compacta rodeando al ovocito tendran un mayor porcentaje de maduracion in vitro que los
ovocitos que presentan una serie capas de células de la granulosa incompletas o sin

expandir.

Blondi y Sirard (1995) adaptaron la clasificacion de Hazeleger et al. (1993). Ellos
presentan 6 categorias basandose en la cantidad de capas de células de la granulosa o
del cimulo que rodean al ovocito, en la expansion de éstas células y la textura del
citoplasma. Ellos mencionan que los ovocitos con mas de 5 capas de células de la
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granulosa, compactas y con un citoplasma homogéneo, ligeramente granulados son de

mejor calidad que aquellos que no presentan ninguna capa de células de la granulosa.

Estos estudios confirman que la morfologia y calidad de los COC son factores
clave que influyen en la eficiencia de la produccion de embriones in vitro. Hallazgos
similares respecto a la morfologia de los COC para predecir que durante la maduracion,
fertilizacién y desarrollo in vitro se puedan obtener embriones que lleguen hasta la etapa
de blastocistos, esto se ha reportado en el ganado (Hanada et al. 1986; Goto et al. 1988;
Gordon y Lu, 1990; Tiffin et al. 1991; Vassena et al. 2003) en ovejas (Cheng et al. 1986;
Dadashpour et al. 2012),en cerdas (Mattioli et al. 1989; Ducolomb et al. 2005) y cabras

(Katsa-Ksiezkiewicz et al. 2007).

2.7. CARACTERIZACION DE OVOCITOS EN ESPECIES DE FAU NA SILVESTRE

La seleccién de los COC en animales de fauna silvestre se ha realizado de
acuerdo a métodos descritos en animales domésticos y en humanos. La evaluacion de los
COC en animales de fauna silvestre se realiza considerando la apariencia y la expansién
de las células de la granulosa. En rinoceronte negro (Diceros bicornis; Hermes et al.
2009), eland (Taurotragus oryx) y bongo (Tragelaphus eurycerus isaaci; Wirtu et al.
2009), gacelas (Gazella dama mhorr; Berlinguer et al. 2008), gato montés (Lynx rufus;
Gafian et al. 2009), burro catalan (Taberner et al. 2010), macacos (Macaca nemestrina)
(Kubisch et al. 2006) y mono reshus (Bavister et al. 1983). Estos autores concluyen que
solo aquellos ovocitos que estan rodeados por varias capas de células de la granulosa,
con un citoplasma uniforme de color homogéneo y que no presentaron expansion de las
células de la granulosa fueron considerados inmaduros y aptos para madurarlos y

fertilizarlos in vitro, obteniendo altas tasas desarrollo embrionario in vitro.
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2.8. REPRODUCCION ASISTIDA: FERTILIZACION IN VITRO

La fertilizacién in vitro es una técnica de reproduccion asistida (ART) que hace
posible que los ovocitos se puedan madurar, fertilizar y desarrollar bajo condiciones de
laboratorio. Comprende varias fases: Coleccion de ovarios y de ovocitos, la maduracion in
vitro (MIV), la fertilizacion in vitro (FIV) y el desarrollo embrionario in vitro (DIV).

2.8.1. COLECCION DE OVARIOS Y DE OVOCITOS

La materia prima utilizada generalmente para la produccion de embriones en
animales domésticos ha sido de ovarios obtenidos en el rastro. Los ovarios de animales
sacrificados son la fuente mas barata y mas abundante de ovocitos para la produccion a

gran escala de embriones con para la maduracién y fertilizacion in vitro.

Los ovarios obtenidos son llevados al laboratorio en solucion salina fisiologica
(SSF) o solucién tampén de fosfatos a una temperatura de entre 30C-35C (Pugh et al.
1991), 20T o a temperatura ambiente (Wani et al. 2000) sin ningln efecto perjudicial

sobre la maduracion de los ovocitos.

El intervalo de tiempo entre la recoleccién de ovarios y la recoleccién de los
ovocitos también varia de 1 a 4 horas (Pugh et al. 1991; Wani et al. 2002) sin ningdn tipo
de efectos perjudiciales en la maduracion de ovocitos.

Por otro lado, los ovocitos también se obtienen de los oviductos poco después de
la ovulacion, o de foliculos antrales, de 6 a 8 milimetros (mm) de diametro, ya que los
foliculos mayores de 6 mm poseen ovocitos con mayor potencial para formar blastocistos
gue los foliculos pequefios menores de 3 mm de los cuales regularmente se obtienen
ovocitos incompetentes (Pavlok et al. 1992; Arlotto et al. 1992; Crozet et al. 1995; Fair et
al. 1995).

La mayoria de los investigadores que trabajan con ovocitos seleccionan los
ovocitos para la maduracion con un criterio similar a lo publicado por De Loos et al.
(1989). Los ovocitos que estan rodeados por un cumulo compacto y formado por varias
capas de células de la granulosa, presentaran mayores porcentajes de maduracion,
fertilizacién y de desarrollo hasta la etapa de blastocisto, que los que carecen de células
del cimulo (Xu et al. 1986; Lonergan et al. 1994; Stojkovic et al. 2001).
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2.8.2. MADURACION IN VITRO

Una vez que el ovocito se ha separado de su entorno folicular, los ovocitos son
colocados en medio de maduracién para que reinicien la meiosis hasta la Metafase II.
Morfolégicamente, en un ovocito mantenido en medio de cultivo se observa la expansion
de las células del cimulo y la expulsion del primer cuerpo polar, indicando que el ovocito

se encuentra en Metafase Il.

La maduracioén in vitro constituye una etapa decisiva en el proceso de produccion
de embriones in vitro. Consiste en cultivar durante 22 a 24 horas los ovocitos inmaduros
en medio de cultivo: TCM-199 (Medio de Cultivo para Tejidos), SOF (Fluido de oviducto
sintético) y HTF (Fluido tubal humano); suplementado con suero fetal, gonadotropinas
(FSH y LH) y 17 R-estradiol a una temperatura de 38.5 € en una atmdsfera con 20 0 5 %

de CO, en aire.

Existen evidencias de que los ovocitos madurados in vivo tienen una competencia
para el desarrollo notablemente superior a los madurados in vitro (Dieleman et al. 2002).
Cuando las condiciones en las que se produce la maduracién son desfavorables, se
observa el bloqueo de la meiosis y de la fecundacion. Se ha comprobado que el cultivo de
gametos y embriones en condiciones inapropiadas induce cambios epigenéticos en el
embrién (Nieman y Wrenzycki, 2000) y en la expresion genética (Rinaudo y Schultz,
2004).

Los medios utilizados durante la MIV de los ovocitos han sido suplementados con
diversos componentes proteicos, destacando el suero fetal bovino (SFB), la albumina
sérica bovina (BSA) y algunas hormonas. Se ha comprobado que el suero favorece la

maduracion de los ovocitos y el desarrollo embrionario (Leibfried-Rutledge et al. 1986).

Se han atribuidos efectos negativos al uso de suero en los medios de cultivo como
excesiva produccion de lactato, presencia de células oscuras y granuladas en la masa
celular interna (Bavister et al. 1992; Krisher et al. 1999) y menor sintesis proteica (Kuran
et al. 2001).

El control de la maduraciéon de ovocitos in vitro incluye tanto, un componente
endocrino que implica el eje hipofisario-ovarico, como reguladores autocrinos o paracrinos

locales, que operan a nivel folicular. Mediante la adicion de gonadotropinas y esteroides al
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medio de cultivo se ha obtenido un aumento en el nimero de ovocitos que alcanzaron la

metafase Il asi como en el nimero de embriones viables (Galli y Moor, 1991).

Algunos estudios indican que El 17 R-estradiol favorece la segmentacion cuando
se afiade un medio libre de suero, suplementado con FSH y LH (Saeki et al. 1991). Sin
embargo, la adicion de hormonas sigue siendo controversial, ya que en algunos estudios
no se encontraron diferencias significativas en el nUmero de ovocitos que alcanzaron la
metafase Il, y en aquellos que formaron blastocistos en presencia o0 ausencia de

hormonas gonadotropinas (Wani, 2002).

Otros estudios indican que los estrogenos afectan negativamente a la maduracién
nuclear de los ovocitos bovinos (Beker et al. 2002), provocando una disminucion de la
proporciéon de ovocitos que alcanzan la matafase Il y de blastocistos obtenidos. Sin
embargo la presencia de suero y FSH en el medio neutraliza el efecto negativo de los

estrégenos (Beker et al. 2002)

Las condiciones durante la MIV y el DIV son diferentes a los que se realizan en
condiciones naturales, siendo la concentracién de oxigeno uno de los factores criticos en
gue los ovocitos y embriones son cultivados (Karja et al. 2004). La concentracién de O, en
el oviducto y en el Gtero es mas baja que en el aire ya que es solamente del 2% a 8%
cuando los gametos estan presentes (Fisher y Bavister, 1993; Kea et al. 2007). Bajo
condiciones de cultivo in vitro la concentracién de oxigeno va de 20% a 5% o menos,
soportando exitosamente el desarrollo in vitro de embriones de raton (Umaoka et al.
1992), hamster (McKiernan y Bavister 1992), ovino (Thompson et al. 1992) y bovino (Van
Soom et al. 2002). La concentracién de oxigeno mayor al 20% es conocida por ejercer
efectos perjudiciales sobre el desarrollo en embriones de mamifero, probablemente
debido a la formacion de radicales libres (Karja et al. 2004).

Las altas concentraciones de oxigeno empleadas para el cultivo in vitro son
responsables de un incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
las cuales inducen efectos adversos sobre las células, tales como dafio al ADN,
peroxidacion de los lipidos y modificaciones de proteinas, pudiendo causar dafio celular y

conduciendo a la muerte en ultimas consecuencias (Luvoni et al. 1996).
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Células del cumulo

La maduracién de los ovocitos de mamifero esta influenciada por varios factores,
muchos de los cuales se derivan desde el foliculo. Las células foliculares producen
sefiales de instruccién y compuestos nutritivos, que entran en el ovocito mediante el
transporte de membrana y por pinocitosis. La comunicacion entre el ovocito y el foliculo es
proporcionada por las células del cumulo, que penetran en la zona pelicida y
proporcionan una ruta para la comunicacion intercelular directa entre las células
somaticas y el ovocito (Albertini et al. 2001). La presencia de células del cimulo ha
demostrado ser importante para el desarrollo y la maduracién de los ovocitos. Las células
de la granulosa o del camulo parecen jugar un papel regulador durante la maduracion de

un ovocito in vitro (Pugh et al. 1991).

2.8.3. FERTILIZACION IN VITRO

Una vez que tenemos ovocitos maduros que se encuentran en Metafase Il y con
una gran expansion de las células del cumulo, el siguiente paso es lograr la fertilizacion
de los mismos. Para ello, los ovocitos se incuban junto con espermatozoides capacitados
y que hayan llevado a cabo la reaccion acrosomal (Yanagimachi, 1994) en un medio
suplementado con fuentes energéticas (piruvato, lactato) y BSA. El medio utilizado para la
fertilizacidn, la temperatura y la concentracién de espermatozoides, al momento de la co-
incubacién del ovocito y del espermatozoide, juegan un papel importante para que la FIV

sea exitosa.

Para realizar la FIV, los espermatozoides son lavados por medio de las técnicas de
swim-up (Slavik et al. 1992; Watson et al 1994; Wani et al. 2000) o por gradientes de
Percoll (Wani et al. 2000). Estas técnicas permiten separar el plasma seminal, eliminan
sustancias inhibidoras de la capacitacién y permite seleccionar a los espermatozoides de

mejor calidad para colocarlos con los ovocitos durante la FIV.
Capacitacion y reaccion acrosomal

La capacitacion ocurre durante el paso de los espermatozoides a través de las
estructuras del aparato reproductor de la hembra. Consiste de una serie de

modificaciones morfoldgicas y bioguimicas, entre las que se encuentran; aumento en la
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fluidez de la membrana plasmatica, disminucién del contenido del colesterol, aumento en
la concentracién del calcio y aumento en la motilidad del espermatozoide (Bedford, 1983;
Yanagimachi, 1994; del Rio et al. 2007). Una vez que el espermatozoide se une a la zona
pellcida, éste lleva a cabo la reaccién acrosomal que implica la fusion de la membrana
plasmatica con la membrana acrosomal externa para liberar las enzimas que contiene el

acrosoma y poder penetrar al ovocito (Rathi et al. 2001; Rodriguez-Martinez, 2007).

Estudios in vitro, muestran que la capacitacion y la reaccion acrosomal pueden
llevarse a cabo en espermatozoides mantenidos en medios artificiales, en condiciones
apropiadas y por inductores no fisiolégicos (ion6foros de calcio A23187) y espontaneos o
fisiolégicos (glicoproteinas de la zona pellcida, liquido folicular y progesterona) (Patrat et
al. 2000; Neild et al. 2005). El medio de cultivo puede influir en la motilidad del esperma,
la capacitacion, integridad acrosomal y la capacidad del espermatozoide para penetrar al
ovocito. La mayoria de los procedimientos de fertilizacion in vitro se llevaran a cabo entre
un pH de 7,4y 8,0. (Parrish et al. 1989)

La heparina se utliza para la capacitacion de los espermatozoides in vitro,
estimula la tasa de fertilizacion ya que mejora de la eficiencia de la capacitacion del
espermatozoide (Parrish et al. 1989). También la cafeina aumenta y/o prolonga la
motilidad de los espermatozoides en los mamiferos y actla sinérgicamente con la
heparina en la capacitacién de los espermatozoides bovinos (Niwa y Oghoda, 1998). Se
ha observado que los espermatozoides de raton requieren Na® extracelular para la

capacitacion y la reaccion acrosomal (Fraser et al. 1993).

Se ha reportado que la progesterona (P,) secretada por el liquido folicular y las
células del cimulo también induce la reaccion acrosomal (Witte y Somi-Schéfer, 2007) en
humanos (Osman et al. 1989; Patrat et al. 2000), raton (Melendrez et al. 1994), cerdos
(Losel et al. 2004; Jui-Te et al. 2006; Oh et al. 2010), caballos (Meyers et al. 1995; Cheng
et al.1998; McPartlin et al. 2006), hamster (Llanos y Anabalén 1996), perros (Brewis et al.
2001), cabras (Somanath et al. 2000; Somanath y Gandhi, 2002), bovinos (Thérien y
Manjunath, 2003) y chinchillas (Ponzio et al. 2007). Este esteroide estimula la reaccion
acrosomal, mediante la interaccion con receptores membranales (Sabeur et al. 1996;
Somanath y Gandhi, 2002; Cheng et al. 2005; Jui-Te et al. 2006; Witte y Somi- Shéfer,
2007) estimulando un incremento rapido de calcio intracelular (Llanos y Anabalén, 1996;

Garcia y Meizel 1999).
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Después de que el semen ha sido capacitado, se procede a calcular la
concentracion adecuada para llevar a cabo la FIV. La concentracién adecuada para la
fertilizacion va de 0.5 X 10° a 1 X 10° espermatozoides por ml en medio de fertilizacion
(Ward et al. 2002).

2.8.4. DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO

Una vez realizada la fertilizacion in vitro, inicia el desarrollo embrionario in vitro
hasta la etapa de blastocisto que puede presentarse entre 5 a 7 dias de cultivo. Para el
cultivo de los embriones se emplean varios medios como TCM-199 (Slavik et al. 1992;
Wani et al. 2000), Hams (Wani et al. 1996), fluido de oviducto sintético (SOF), fluido tubal
humano (HTF: Kaneo et al. 2009), KSOM (Summer et al. 1995) suplementados con
proteinas, sustratos energéticos, aminoacidos esenciales y no esenciales. (Kaneo et al.
2009). Por otro lado, El uso de suero fetal bovino (SFB) en el medio de cultivo embrionario
como fuente proteica ha sido considerado como el responsable de anormalidades fetales
y placentarias, asi como el nacimiento de becerros con peso excesivo que son causa de
distocias (Hoshi, 2003).

Se ha observado que al cultivar embriones de oveja en grupos, en comparacion
con el cultivo individual hay un aumento en la formaciéon de blastocistos, ya que los
embriones de oveja producen factores paracrinos y autocrinos, que estimulan el desarrollo

embrionario in vitro (Gardner et al. 1994).

En los primeros intentos de cultivar embriones in vitro en varias especies,
observaron que en el desarrollo del embridn se detenia, situacion que fue denominada
“bloqueo del desarrollo” (Eyestone y First, 1999). Estos bloqueos se producen en
diferentes etapas de desarrollo embrionario y es caracteristico de cada especie. Por
ejemplo, en embriones de cerda cultivados in vitro, el desarrollo embrionario se bloquea
en la etapa de 4 células. En los de bovino y de ovejas este bloqueo se presenta en etapas
de 8 a 16 células y en los embriones de roedores se presenta en etapas de 2 células.
Estos eventos durante el desarrollo de los embriones in vitro no suelen ser evidentes en

algunas especies de primates y conejos (Bavister, 1995).
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El blogueo del desarrollo embrionario tiene como consecuencia un retardo en el
desarrollo del embrién, una reduccion en el nimero de blastdmeros o incluso la perdida
de viabilidad por el aumento de la duracion del cultivo (Kirsher et al. 1999). Las causas de
estos bloqueos han dado lugar a numerosos avances en la comprension de la regulacion
epigenética durante el desarrollo del embrién. En general, estos bloqueos parecen
coincidir con el momento de la activacion del genoma embrionario, creyendo que se

producen en las etapas equivalentes en las diferentes especies (Kirsher et al. 1999).

Existen otros estudios que no apoyan la teoria de Kirsher, por ejemplo: En primer
lugar, es muy poco probable que la activacion del genoma tenga lugar de repente y de
forma masiva en cualquier etapa particular de desarrollo; la activacion del genoma
embrionario se produce progresivamente durante el periodo de preimplantaciéon, con muy
poca actividad transcripcional hasta después de algunas divisiones en la segmentacion
(Rinaudo y Schultz, 2004).

En segundo lugar, la aparicion de bloqueos en el desarrollo de diferentes especies
coincide con la transicion del embrion desde el oviducto hacia el utero. En los animales
domeésticos, estos eventos se producen en la fase de 4 células (cerda) o de 8 a 16 células
(bovinos y ovinos) (Bavister 1995). En embriones de hamster entran al Utero en etapas
de 2 de 4 células (Bavister, 1992).

2.9. FERTILIZACION IN VITRO EN ESPECIES DE FAUNA SILVESTRE

La fertilizacién in vitro se ha utilizado en varias especies de fauna silvestre con
pocos éxitos. La mayoria de los estudios sobre fertilizacion in vitro han sido en pumas
(Miller et al. 1990), tigres (Donoghue et al. 1990), chitas (Donoghue et al. 1992), zorros
(Farstad et al. 1993), gaur (Johnston et al. 1994), borrego rojo de Armenia (Coonrod et al.
1994), llamas (Del Campo et al. 1994), elefantes africanos (Kidson et al. 1995), gorilas
(Pope et al. 1998), zebras (Meintjes et al. 1997), marmoseta (Gilchrist et al. 1997), ballena
de minke (Fukui et al. 1997), bongos (Pope et al. 1998; Wirtu et al. 2009), gatos salvajes
africanos (Pope et al. 2000), jaguares (Morato et al. 2000; Morato y Barnabe, 2002),
ciervo (Locatelli et al. 2005), ocelotes y tigrinas (Swanson et al. 2002), bdfalos,
marsupiales, antilopes (Herrick et al. 2004; Wirtu et al. 2009), mufléon (Ptak et al. 2002;

Berlinguer et al. 2005).
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Nacimientos de organismos vivos solamente han sido reportados en tigres, gatos
indios del desierto, borrego rojo de Armenia, gorilas, muflones (Pukazhenthi y Wild, 2004)
y macacos (Kubish et al. 2006), gaur (Johnston et al. 1994), borregos rojos de Armenia,
llamas (Pope y Loskutoff 1999), muflén (Ptak et al. 2002) y ciervos rojos (Locatelli et al.
2005). La tasa de éxito de la fertilizacion in vitro depende de los suplementos de cultivo,
de la edad y salud de las hembras que van a donar los ovocitos (Christensen et al. 1993)
y esto solo ha sido mediante la transferencia de embriones intra o interespecies, debido a
la escasa informacion sobre la biologia reproductiva de las especies de interés.

Otra aplicacion potencial de la fertilizacion in vitro en especies de fauna silvestre
es la maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos para salvar el germoplasma de hembras
gue murieron inexplicablemente o accidentalmente; por ejemplo, en las gacelas
(Pukazhenthi y Wild, 2004; Berlinguer et al. 2008).

En la investigacion con fauna silvestre hay retos que estan asociados a la
produccién de embriones tales como: Un aumento en la incidencia de problemas
ultraestructurales y citogenéticos; mas abortos espontaneos, perdidas perinatales y
anormalidades fetales; y por Ultimo, se ha observado un aumento en la incidencia de
partos distocicos debido al tamafio de los fetos (Loskutoff, 2003). Todas estas
limitaciones, problemas o retos, enfatizan la importancia de emplear investigaciones
relacionadas con la ciencia basica de las especies para el manejo y la creacién de

iniciativas de conservacion de las especies de fauna silvestre.

2.10. CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL EN MURCIELA GOS

La informacion sobre la preparacion de los espermatozoides para el proceso de
fecundacién en los murciélagos es limitada y existen pocos datos al respecto. Por otro
lado, Crichton et al. (1993) y Crichton (2000) mencionan que los espermatozoides de
especies de murciélagos que hibernan y los almacenan por periodos largos de tiempo los
vuelven células muy resistentes, por lo que los intentos de inducir la reaccién acrosomal
con agentes usados para otras especies de mamiferos no han dado los resultados

deseados.
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Crichton et al. (1993) propusieron que al someter el semen a cambios de
temperatura de 0 a 37°C, podrian desestabilizar la membrana plasmatica y llevar a cabo
la capacitacion y la reaccion acrosomal y por lo tanto la fertilizaciéon del ovocito. Estos
autores concluyen que el espermatozoide de murciélago quizads presenta diferentes
concentraciones de lipidos en la membrana plasmatica lo que le permite que ésta no se
modifique y se mantenga viable; debido a que tanto la hembra como el macho presentan
mecanismos reproductivos especializados para mantener la viabilidad de los gametos.

Lambert (1981) realiz6 pruebas de fertilizacion in vitro usando espermatozoides de
murciélago de la especie Myotis lucifugus lucifugus expuestos a lonoforo de Calcio para
llevar a cabo la capacitaciéon y la reaccion acrosomal, posteriormente fertilizé ovocitos de
hamster sin zona pellcida, pero ningln espermatozoide logré penetrar el citoplasma de

los ovocitos.

Sin embargo, otros estudios revelan que la temperatura es un factor importante
para que el espermatozoide de murciélago Myaotis lucifugus lucifugus pueda llevar cabo la
capacitacion, Lambert (1981) mantuvo espermatozoides en medio BWW (Biggers Whitten
and Whittingham) diferentes temperaturas (4°C, 24°C, 32°C, 42°C y 55°C) de 0 a 24
horas, la activacién del espermatozoide fue confirmada por el cambio de movimiento visto
a través del microscopio de luz y por el porcentaje de fertilizacion en ovocitos de hamster
sin zona peltlcida. Cuando la temperatura fue incrementada a 32°C los espermatozoides

se activaron y los resultados mostraron altas tasas de fertilizacién.

La reaccion acrosomal también fue inducida en espermatozoides del zorro volador
de cabeza gris (Pteropus poliocephalus), usando el ion6foro de Calcio A23187. Cummins
et al. (1988) observaron cambios en la ultraestructura y en la motilidad del
espermatozoide a 0, 10 y 120 minutos de exposicion al ionéforo de calcio. Ellos
observaron que el primer signo de la reaccién acrosomal fue el hinchamiento de la
membrana plasmatica seguida por la fusibn de la membrana acrosomal externa y la
membrana plasmatica en la parte apical de la cabeza del espermatozoide. Después de la
reaccion acrosomal a cada lado del segmento ecuatorial observaron dos estructuras en
forma de gancho. Ellos sugieren que estas estructuras pueden jugar un papel especifico
en la penetracidn de la zona pellcida o en la proteccion de la cabeza del espermatozoide
(Cummins et al. 1988).
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En México se ha estudiado la capacitaciéon y la reaccion acrosomal de
espermatozoides de la especie Corynorhinus mexicanus (Cervantes et al. 2008). En este
estudio mantuvieron espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo durante 6 h a
39°C bajo una atmosfera de 5% CO,y 95% de aire y una concentracion de progesterona
de 3.18 pM. Bajo estas condiciones, se observé un incremento en el porcentaje de
espermatozoides capacitados y que lograron llevar a cabo la reacciéon acrosomal (p <
0.05) comparados con los obtenidos a partir de la cabeza y del cuerpo del epididimo.

En lo que respecta a los murciélagos que habitan zonas tropicales y sobre todo de
las especies que pertenecen a la familia Phyllostomidae no existe informacion en relacion

a la capacitacion y reaccion acrosomal.

2.11. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES DE ESTUDIO

Artibeus jamaicensis y Sturnira lilium son murciélagos que pertenece al orden
Chiroptera, suborden Yangoquiroptera (Agnarsson et al. 2011) y pertenecen a la familia
Phyllostomidae (Sanchez y Romero 1995).

La familia Phyllostomidae es exclusiva de América y la de mayor diversidad en las
regiones tropicales de este continente. Son de tamafio pequefio a grande; las orejas son
de tamafio y formas variables, por lo comin son estrechas y tienden a ser puntiagudas
(Ledn, 2004). Los miembros de esta familia se distinguen principalmente por presentar un
apéndice en forma de hoja en la nariz. Ademas presentan incisivos superiores centrados
y el tercer dedo de la mano bien desarrollado (Villa, 1976). El patrén reproductivo varia de
monoestro o poliestro estacional, a poliestro continuo sincrénico o asincrénico, y pueden

ser mondgamos o poligamos (Balmori, 1999).

En México, esta familia esta representada por 27 especies agrupadas en cinco
subfamilias:  Desmodontine,  Glossophaginae, Phyllostominae,  Carollinae vy

Stenodermatinae (Sanchez y Romero 1995).

A. jamaicensis y S. lilium se distribuyen en México desde Sinaloa a Tamaulipas,
hacia el sur va desde Ecuador, Venezuela, Trinidad y Tobago, Antillas Mayores y
Menores, Cayos de Florida, Brasil y en el noroeste de Argentina (Mares et al. 1981;

Redford y Eisenberg, 1992).
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Como todos los murciélagos neotropicales, estas especies son de costumbres
nocturnas. Se alimentan de frutas, entre las cuales incluye higos, guayabas, papayas y
platanos. En épocas en que estos son dificiles de conseguir también puede alimentarse
de néctar y polen. Los frutos los toman con la boca y los llevan a un sitio de percha donde
los come. Cuando el fruto contiene semillas grandes, estos no son comidos
completamente, pero si tienen semillas pequefias estas son generalmente consumidas
con todo el fruto. Estas semillas generalmente son defecadas en poco tiempo, sin que
hayan sido digeridas y por lo tanto tienen gran oportunidad de germinar. Lo que
contribuye a la dispersion de semillas y por lo tanto a la regeneracion del lugar donde
habitan (Ledn, 2004).

El aparato reproductor de las hembras, consta de dos ovarios, dos oviductos,
Utero, cérvix y vagina. Sin embargo, dentro de este esquema tradicional se pueden
presentar diversas adaptaciones anatdmicas vy fisioldgicas (Wimsatt, 1979, Hood y Smith,
1983).

El aparato reproductor de los machos comprende un par de testiculos, varios
pares de glandulas accesorias, un sistema de conductos y el drgano copulador. Los
testiculos descienden al escroto, el epididimo tiene gran tamafio y su extremo sirve de
reservorio espermatico, desembocando en un largo conducto deferente que se continla
con la vesicula seminal, el conducto eyaculatorio y la uretra. Los murciélagos al igual que
los primates, tienen el pene colgante cuando no se encuentra erecto. Posen baculo y el
glande tiene un cuerpo cavernoso (Balmori, 1999).

2.11.1. Artibeus jamaicensis

Se caracteriza por presentar un arco zigomatico completo, ausencia de cola y
tiene una membrana interfemoral estrecha en forma de U (Jones y Carter, 1976). Pesa de
45 a 50 g y tiene un altura entre 78-89 mm, 20-27 mm de largo de las orejas, 52-67.4 mm
de largo de antebrazo. La maxima longevidad de esta especie es de 9 afios en vida
silvestre (Gander et al. 1991).

La diferencia mas notable de A. jamaicensis es que posee dos lineas faciales
blancas y tenues, el dorso es de color moreno grisaceo y el vientre palido marrén (Jones,
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1978). En general, las orejas son anchas y triangulares en la punta. La hoja nasal esta
bien desarrollada con un grupo de glandulas sebaceas (Ledn, 2004). El labio inferior tiene

una verruga central con pequefias verrugas alrededor.

De acuerdo con Fleming (1971) el patron reproductor de A. jamaicensis en
Panama, presenta dos picos reproductores a lo largo del afio (poliéstrico bimodal); el
primero durante los meses de Marzo a Abril y el segundo de Julio a Agosto. Los
embriones del primer periodo se desarrollan hasta blastocisto antes de que ocurra la
implantacion y las crias naces después de cuatro meses de gestacién en Julio o Agosto.
Posteriormente, las hembras pasan al estado de estro; los embriones concebidos en este
apareamiento se implantan en el Gtero en forma de blastocisto y detienen su crecimiento a
mediados de Septiembre hasta mediados de Noviembre, retardando su desarrollo hasta
siete meses y nacen entre Marzo y Abril del afio siguiente. De esta manera, los embriones
del primer periodo postparto tienen un desarrollo precoz hasta blastocisto antes de entrar
al Gtero y los embriones del segundo periodo muestran un desarrollo embrionario
retardado. De acuerdo con Sanchez-Hernandez et al. (1990), los registros sobre la
actividad reproductiva de A. jamaicensis en México, sugieren un comportamiento

reproductivo continuo dentro de nuestro pais.

El comportamiento de este murciélago es variable; de tal forma que existen en la
literatura numerosos registros sobre sus condiciones reproductivas en diferentes tipos de
vegetacion y latitudes. Heithaus et al. (1975) registraron que para esta especie un patron
poliéstrico bimodal. Por otra parte Sanchez-Hernandez et al. (1990) sefalan un patrén

poliéstrico continuo para individuos de la costa del Pacifico mexicano.

Los machos llegan a la madurez sexual al afio y a los ocho meses en las hembras
(Keast y Handley, 1991). En los machos adultos los testiculos alcanzan dimensiones de
3.5-10 mm (Forman y Genoways, 1979). Las hembras adultas presentan un Gtero con
lumen simple y trompas uterinas que desembocan directamente al mesometrio. De esta
manera, la implantacion del blastocisto se da en la porcion final del Gtero y es favorecida
por la fusién uterina con el lumen interno (Hood y Smith, 1983). Posteriormente se
desarrolla una placenta de tipo discoidal corioalantoidea - hemocorial (Wislocki y Fawcett,
1941).
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El periodo de gestacion se estima de 3.5 a 4 meses. Sin embargo, en individuos
de Panama se han registrado periodos de gestacién de hasta siete meses, en los cuales
hay un periodo de diapausa embrionaria o periodo de retraso en el desarrollo embrionario,
gue consiste en el lento desarrollo del bastocisto después de ocurrida la implantacion
(Bernand, 1989).

2.11.2. Sturnira lilium

Es un murciélago de tamafio mediano con una longitud total de 62 a 65 mm,
longitud de antebrazo de 26.6 a 45.0 mm (Gannon et al. 1989). El dorso de Sturnira lilium
varia de gris oscuro a marrén rojizo, la cabeza, el cuello y los hombros son mas
amarillentos. El vientre es mas palido que el dorso y el patagio es de color marrén. El
uropatagio es reducido con pelo abundante y se presenta al borde interior de las

extremidades posteriores.

La mayoria de los machos poseen en los hombros glandulas que producen un
caracteristico color amarillento o rojizo, tienen un olor almizclado fuerte y dulce. La
presencia o ausencia de estas glandulas puede ser correlacionado con la madurez
reproductiva, estado reproductivo, o la temporada de cria, estan generalmente ausentes

en los juveniles.

Este murciélago exhibe un patrén reproductivo poliéstrico bimodal (Fleming et al.
1972). También presenta un patron bimodal de picos de embarazo y lactancia, pese a
gue el embarazo se ha registrado en todos los meses del afio (Nowak, 1991). Se han
reportado picos de actividad reproductiva en tres periodos durante todo el afio,
generalmente de Febrero hasta Junio, Octubre y Diciembre (Fleming et al. 1972). El
tiempo exacto de gestacion se desconoce (Grzimek, 1990). Las hembras dan a luz una
cria, pero los nacimientos se producen dos veces al afio, una vez hacia el final de la
estacion seca y una vez en la temporada de lluvias (Stoner, 2001). Los jévenes alcanzan
la madurez sexual entre los 8 y 11 meses de edad (Fleming et al. 1972; Nowak, 1991,
Stoner, 2001).
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l1l. JUSTIFICACION

Tomando en cuenta que la mayoria de los hallazgos relacionados con la biologia
del tracto reproductor de los mamiferos, especialmente la caracterizacion y evaluacion de
los gametos se han descrito principalmente en roedores, primates y animales domésticos,
resulta interesante considerar estos aspectos en animales de fauna silvestre. A este
respecto, muestra especial interés las caracteristicas reproductivas de los murciélagos, en
particular las especies de la familia Phyllostomidae, quienes presentan algunas similitudes
con la reproduccion humana y otros primates, aspecto importante para considerar a

dichos ejemplares potenciales como sujetos de estudio.

Los murciélagos pueden utilizarse como modelo para estudios de investigacion
basica, permitiendo adquirir nuevos conocimientos sobre los sistemas reproductivos; en
investigacion biomédica para realizar estudios sobre el efecto de contaminantes, drogas,
agroquimicos y problemas relacionados con la infertilidad. En un futuro, se podrian crear
programas de conservacion de gametos y embriones, para que en algin momento
puedan ser transferidas o crear bancos de germoplasma y lograr que aumente el nimero

de especies en resguardo y disminuir de esta manera la amenza de extincién.

Hay un creciente interés en la aplicacion de técnicas de reproduccion asistida
como por ejemplo: la maduracién y fertilizacion in vitro en la propagacién de especies
raras y en peligro de extincién. La mayoria de los intentos de producir embriones viables
en especies de fauna silvestre han tenido un éxito limitado, debido al menos en parte a
que se utilizan técnicas desarrolladas en especies domésticas.

El desarrollo de protocolos especificos para cada especie requiere de estudios
detallados sobre como los gametos de cada especie responden a lo establecido en
métodos in vitro. Sin embargo, la oportunidad de realizar este tipo de estudios se ve
obstaculizada por la disponibilidad de gametos que es un factor importante que
obstaculiza el desarrollo y aplicacion de técnicas de reproduccién asistida en especies de

fauna silvestre.
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IV. HIPOTESIS

Considerando que las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de los gametos de
los murciélagos filostobmidos A. jamaicensis y S. lilium son similares a las descritas en
otros mamiferos, la fertilizacién in vitro es viable en estas especies de Yangoquirépteros.
V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y evaluar los gametos, asi como, la fertilizacion in vitro y el desarrollo
embrionario temprano en dos especies de murciélagos filostomidos (Artibeus jamaicensis
y Sturnira lilium).

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener ovocitos y espermatozoides de dos especies de murciélagos filostébmidos

(Artibeus jamaicensis y Sturnira lilium).
2. Analizar las caracteristicas microscépicas del espermatozoide de las dos especies
de murciélagos (longitud del espermatozoide, viabilidad, motilidad progresiva,

anormalidades, concentracidn espermatica)

3. Caracterizar las propiedades morfolégicas en ovocitos de las dos especies de

murciélagos.

4. Evaluar el porcentaje de capacitacion y reaccién acrosomal in vitro de los

espermatozoides de las dos especies de murciélagos.

5. Evaluar el porcentaje de maduracion in vitro.

6. Evaluar el porcentaje de fertilizacion in vitro.
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VIl. MATERIAL Y METODO
7.1. LUGAR DE COLECTA

La colecta se realizé en el municipio de Yautepec ubicado en la parte norte del
estado de Morelos en las coordenadas geogréaficas 18°53’ de latitud norte y 99° 04’ de
longitud oeste, a una altura aproximada de 1,210 msnm; tiene un clima caliente

subhimedo con lluvias en verano y la vegetacion es subtropical (INEGI, 2010).

7.2. ANIMALES

Machos y hembras de la especie A. jamaicensis y Sturnira lilium fueron capturados
durante el anochecer, en el poblado de Yautepec-Tetlama, Morelos bajo los lineamientos
y permisos otorgados por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT; Permiso SGPA/DGVS/007901/11). Para su captura se usaron redes tipo
niebla colocadas entre la vegetacion.

Estos organismos fueron identificados por sus caracteristicas morfolégicas de
acuerdo a lo reportado por Medellin et al. (2008). Se seleccionaron los organismos que
presentaron una osificacion completa de las placas de crecimiento de la epifisis de la
cuarta articulacion metacarpal-falangica, ya que se consideran machos y hembras
maduros sexualmente (Anthony, 1988). Una vez en el laboratorio los organismos se
mantuvieron en jaulas cubiertas con fondos oscuros y se alimentaron con frutas y agua ad

libitum hasta el dia de su analisis.

Los murciélagos colectados para esta investigacién no se encuentran en ningun
estatus de conservacion. Son considerados de menor preocupacion y las poblaciones de

murciélagos se mantienen estables dentro de su habitat natural (IUCN 2013).

Todos los procedimientos en el laboratorio fueron llevados a cabo siguiendo las
normas éticas de experimentos con animales dirigido por el Instituto de Investigaciones
Biomédicas (IIB), UNAM de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (National Research Council, 1996) y el CICUAE (Subcomité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales Experimentales)
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7.3. CARACTERIZACION DE GAMETOS
7.3.1. Obtencién de ovarios y testiculos

Los animales fueron sacrificados empleando una sobredosis de pentobarbital (0.7
ml/20 g: SEDAL-VET, México) administrado via intraperitoneal y los ovarios y testiculos
fueron removidos para su analisis y procesamiento. Para la parte de caracterizacion de

gametos se utilizaron 11 machos y 10 hembras.

7.4. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

7.4.1. Tamafio de los organismos y diametro escrotal

Antes de la diseccién del aparato reproductor. Cada macho fue pesado, usando
una balanza semianalitica (+ 0.00 g: Setra, EEUU) y se midi6 de la cabeza a las patas con
un vernier (£ 0.01 mm). El didmetro escrotal fue determinado midiendo ambos testiculos
con un vernier (£ 0.01 mm). En seguida, los testiculos, con su respectivo epididimo y
conducto deferente, fueron disectados. Las regiones del epididimo fueron cortadas para
separar la cola del epididimo con el conducto deferente. Los espermatozoides contenidos
en la cola del epididimo y conducto deferente fueron recuperados por retro-perfusiéon con
100 pl de solucién salina fisiolégica (SSF) al 0.9% (PiSA, México) a 37T y una jeringa
con aguja de 30 G (BD, México). Una vez recuperado el contenido espermatico se
mantuvo en un bafio termorregulador (Labnet, EEUU) a 37C e inmediatamente fue
evaluada microscopicamente.

7.5. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS
7.5.1. Concentracion espermatica
Para determinar la concentracién espermatica, se realizé una dilucion del semen

1:20 (v/v) con solucién salina formolada al 4%. Se tomaron 10 pl de la solucién y se

colocé en una camara de Neubauer (VWR, EEUU). Los espermatozoides fueron contados
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utilizando un contador de células (VWR, EEUU) usando un microscopio 6ptico a 400 X

(Nikon, Japén).

7.5.2. Porcentaje de motilidad espermatica

Para observar el desplazamiento de los espermatozoide y siguiendo los
lineamientos de la organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2010), los espermatozoides
recuperados se mantuvieron en un bafio termorregulador a 37C (Labnet, EEUU). Se
colocé una gota de 10 ul de semen en un portaobjetos atemperado a 37C y en seguida

se observé al microscopio optico a 400 X (Nikon, Japan).

7.5.3. Morfometria espermatica

Para evaluar el tamafio y forma de los espermatozoides, se tomé una alicuota de
10 ul y se realizd un frotis y se fijé en alcohol al 96%. Para cada individuo se obtuvieron
imagenes de 100 espermatozoides con un microscopio optico (Nikon, Japén) a 1000 X,
usando una camara digital (Olympus, EEUU). Las imagenes obtenidas de los
espermatozoides se utilizaron para calcular la longitud de la cabeza, pieza media y
flagelo, usando el analizador de imagenes “Image Pro Express 4.5".

7.5.4. Porcentaje de viabilidad espermatica

La viabilidad de los espermatozoides se determindé mediante la tinciéon con Eosina-
Nigrosina al 5% de un frotis siguiendo el protocolo de Barth y Oko, (1989). El frotis se
observé al microscopio optico a 400 X (Nikon, Japon). Los espermatozoides considerados
viables no incorporaron los colorantes, mientras que los espermatozoides considerados
como no viables se observaron con la cabeza tefiida de color rosa. Para cada individuo se

analizaron por triplicado 200 espermatozoides de cada laminilla.

7.5.5. Porcentaje de anormalidades espermaticas

Para el estudio de las anormalidades, se tomaron 10 ul y se realizd un frotis y se

fij6 en alcohol al 96%. El frotis se observé al microscopio dptico a 1000 X (Nikon, Jap6n).
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Se analizaron 200 espermatozoides por laminilla y por triplicado de cada individuo.
Las anormalidades espermaticas se clasificaron por presentar defectos en la cabeza del
espermatozoide, defectos en su pieza media (doblada, delgada, gruesa), flagelos
enrollados e inclusiones de gotas citoplasmaticas que pudieran estar localizadas en la
pieza media de manera proximal, media o distal, cabeza y flagelos aislados. Las
imagenes fueron tomadas con una camara digital (Olympus, EEUU).

7.6. CARACTERIZACION DE OVOCITOS

El ovario derecho y el ovario izquierdo fueron disectados y se mantuvieron en PBS
a 1X a una temperatura de 20C a 25T en cajas de P etri (35 x 10 mm, Falcon, EEUU).
Los ovocitos se obtuvieron por puncién folicular con ayuda de una aguja de 27 G (BD,
México) y se observaron bajo al microscopio estereoscopico (Zeiss, EEUU) a 7 X para
localizar los complejos ovocitos-células del cimulo (COC), los COC se evaluaron con
base al aspecto del citoplasma y al nimero de capas de células de la granulosa que
cubrian al ovocito usando un microscopio invertido (Zeiss, USA) a 20 X, de acuerdo al
criterio establecido por De Loos et al. (1989). Las imagenes de los COC fueron tomadas
con una camara digital (Sony Cibershot, EEUU).

7.7. CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL IN VITRO
7.7.1. Obtencién de espermatozoides

Se colectaron un total 10 organismos entre los meses de Enero y Diciembre del
2011. Los animales fueron sacrificados empleando una sobredosis de pentobarbital (0.7

ml/20 g: SEDAL-VET, México) administrado via intraperitoneal.

Las regiones del epididimo fueron cortadas para separar la cola del mismo con el
conducto deferente. Los espermatozoides contenidos de ambas colas del epididimo y
conductos deferentes fueron recuperados en solucion salina fisiolégica (SSF) al 0.9%
(PiSA, México) a 37°C, con una jeringa y aguja de 30 G (DB, México). Una vez
recuperado el contenido espermatico se ajusté a 1 ml con SSF y se mantuvo en un bafio
temorregulado (Labnet, USA) a 37 °C.
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Posteriormente, la muestra de semen se centrifugdé durante 4 minutos a 2500 rpm.
Se retir6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 en 2 ml de Medio TALP.
Posteriormente fue dividida en dos muestras, a una se le agregé 1 ml de Medio TALP y a
la segunda se le adicion6 1 ml de Medio TALP + 4 uM/ml de progesterona (P,). Este
procedimiento se realizé con cada uno de los 5 machos colectados y se mantuvieron a
37<C. Lo mismo sucedi6 con otros 5 machos que se ma ntuvieron a 32<C.

Todos los tratamientos se mantuvieron en una atmosfera de 5% CO, y 95% de
aire, obteniendo muestras a las 0, 4, 6 y 8 horas con la finalidad de monitorear la
capacitacion, reaccion acrosomal, el movimiento, la viabilidad y anormalidades de los

espermatozoides.

Para evaluar la funcionalidad de los espermatozoides en cuanto a la capacitacion y
reaccion acrosomal in vitro, se realizaron dos pruebas de fluorescencia: Clortetraciclina
(CTC) y con lectinas conjugadas con FITC (PSA-FITC). La primera ha sido usada para
una directa identificacion de espermatozoides capacitados y su habilidad para
experimentar reacciéon acrosomal. La segunda es utilizada para analizar la integridad del
acrosoma y confirmar la prueba de CTC. Ambas pruebas se validaron por medio de
micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmisién (MET).

7.7.2. Prueba CTC

Los cambios en la membrana plasmatica del espermatozoide se determinaron
empleando la prueba de la Clortetraciclina (CTC; Ward y Storey, 1984). El procedimiento
para la preparacién de CTC fue realizado segin Mattioli et al. (1995). Brevemente, 100 ul
de CTC (750 uM) fueron preparados en un buffer de 20 mM de Tris, 130 Mm de NaCly 5
mM de Cisteina (pH final de 7.8). Tomamos 100 pl de cada muestra y se les afiadié 5 pl
de CTC, se mezclaron durante 30 segundos y posteriormente se agreg6é 22 pl de
glutaraldehido al 0.2%. Se prepararon laminillas con 10 pl de la mezcla anterior y se
agregé una gota de 1,4-diaza-biciclo-octano (DABCO) y se colocé un cubreobjetos,
ejerciendo presién suave. Las laminillas se observaron al microscopio de fluorescencia
(Leica, Alemania) a una amplificacion de 1000 X, evaluando 200 células por laminilla. Las
imagenes fueron tomadas con una camara digital (Canon, EEUU).
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7.7.3. Prueba lectinas (PSA-FITC) para evaluar lai ntegridad del acrosoma

Se utiliz6 la Lectina del chicharo (PSA-Pisum sativum agglutinin) unida al
flourocoromo FITC. De cada tratamiento se tomé una muestra de 10 pl y se realizaron
frotis que fueron secados a temperatura ambiente, posteriormente fueron fijadas durante 1
hora en etanol al 96% a temperatura ambiente. A los frotis se les afiadié 50 ul de PSA-
FITC (100 pg/ml en PBS) por 10 min. Enseguida, las muestras se lavaron con agua
bidestilada y se dejaron secar. Se agregd una gota de DABCO y se coloc6 un
cubreobjetos, ejerciendo presién suave. Finalmente, se examinaron al menos 100 células
por laminilla en un microscopio de fluorescencia (Leica, Alemania) a una amplificacion de

1000 X, Las imagenes se obtuvieron con una camara digital (Canon, EEUU).
7.7.4. Morfologia espermatica

Con el fin de observar cambios morfolégicos principalmente en la pieza media y
flagelo de los espermatozoides se realizaron frotis con 10 pl de muestra de cada
tratamiento. Estos frotis fueron secados al aire y a temperatura ambiente y se observaron
al microscopio 6ptico a 600 X de magnificacién (Nikon E200). Se analizaron 200
espermatozoides por laminilla. Las imagenes fueron tomadas con una camara digital
(Canon, EEUU).
7.7.5. Porcentaje de motilidad

Se realiz6 de la misma forma como se mencioné en la seccion 7.5.2.

7.7.6. Porcentaje de viabilidad

Se realizé de la misma forma como se mencioné en la seccién 7.5.4.
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7.8. MADURACION IN VITRO
7.8.1. Obtencidn de ovarios

Se disectaron el ovario derecho y el izquierdo, ambos se lavaron con 2 ml de
solucion TL-HEPES (Gibco) a una temperatura de 20°C a 25T en cajas de Petri (35 x 10
mm; Falcon, EEUU).

7.8.2. Coleccién de ovocitos

Los ovocitos se obtuvieron a partir de los foliculos de mayor tamafio y que se
encontraron en la corteza del ovario. Cada foliculo fue puncionado con una aguja de
calibre de 30 G (BD, México). Se observé bajo al microscopio estereoscopico (Zeiss,

EEUU) a 7 X para buscar los complejos ovocito-células del cimulo (COC).

Usando un microscopio invertido (Zeiss, USA) a 20 X, los COC se evaluaron con
base al aspecto del citoplasma y al numero de capas de células de la granulosa que

cubrian al ovocito de acuerdo al criterio establecido por De Loos et al. (1989).
7.8.3. MADURACION IN VITRO

Los COC obtenidos (de todas las calidades; n=85) se lavaron dos veces con 1 ml
de solucién TL-HEPES (Gibco). Posteriormente de 3 a 5 ovocitos se transfirieron a cajas
de cuatro pozos (Nunc, Dinamarca) que contenian 500 pl de medio de maduracion (TCM-
199 con bicarbonato y sales Earle: Gibco) suplementado con 10% de suero de ternera
neonato (STN: IN VITRO, México), 5 pl/ml de FSH (Folligon, INTERVET), 5 pl/ml de LH
(Chorulon, INTERVET), 5 pl/ml de Estradiol (Sigma), 10 pl/ml de piruvato de sodio
(Sigma) y 5 pl/ml de Penicilina/estreptomicina (P/E: IN VITRO, México), cada pozo fue
cubierto con 200 pl de aceite mineral (Sigma). Debido a que no existe informacién al
respecto sobre la maduracion in vitro de ovocitos de murciélago de A. jamaicensis, en el
presente proyecto se emplearon dos temperaturas (37C y 38.5C) y dos tiempo de
incubacion (24 y 44 horas). El medio de maduracién utilizado se probé con hormonas y sin
hormonas con la finalidad de establecer el mas apropiado para la expansion de las células
de la granulosa. El criterio para evaluar la maduracion in vitro fue la expansién de las

células de la granulosa y la presencia de un cuerpo polar.
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7.9. FERTILIZACION IN VITRO

Una vez madurados los ovocitos in vitro se evaluaron en un microscopio
estereoscopico a 20 X (Zeiss, EEUU), aquellos cuyas células del cimulo mostraron
expansion fueron colocados en diferentes medios de cultivo para observar cual era el mas
apropiado para la fertilizacion in vitro. Antes de la fertilizacion los ovocitos se lavaron dos
veces con 1 ml de medio de fertilizacion y posteriormente se transfirieron de 1 a 3 ovocitos
en cajas de 4 pozos, que contenian 490 ul de medio de fertilizacion. Cada pozo fue

cubierto con 200 pul de aceite mineral (Sigma).

Para el cultivo se colocaron 20 ovocitos al azar en dos medios de fertilizacion
diferentes: EI medio TALP (IN VITRO, México) y el medio HTF (IN VITRO, México). Cada
medio fue suplementado con 5% de Albumina Sérica Bovina Fraccion V al 4% (Sigma),
0.5 ul/ml de P/E y 0.5 ul/ml de piruvato de sodio (Sigma), a 37<C con 5% de CO ,, 95% de

aire.

La muestra de semen se obtuvo a partir de la cola del epididimo y conducto
deferente de machos maduros. Los espermatozoides fueron recuperados con SSF al
0.9% (Pisa, México) previamente atemperada a 37C. Una vez recuperado el contenido
espermatico se realiz6 un lavado por centrifugacion a 500 g por 5 minutos. El
sobrenadante fue desechado y el paquete espermatico se resuspendié en tubo Eppendorf
de 1.5 ml afiadiendo 1 ml de medio TALP para capacitar (IN VITRO, México) previamente
a temperado a 37C. Se tomd una muestra de 10 pl y se colocdé en un portaobjetos
atemperado a 37T, la muestra se observd en un microscopio 6ptico a 200 X (Nikon,
Japon) para observar la motilidad. Si la muestra presentaba un porcentaje mayor al 50%
de espermatozoides motiles era considerada de buena calidad y podria utilizarse para

fertilizar.

Para determinar la concentracion espermatica de la muestra se utilizé un tubo
Eppendorf de 500 pl, se hizo una dilucién 1:20 en agua; la mezcla se homogenizé y se
tomaron 10 pl que fueron colocados en una camara de Neubauer (VWR, EEUU) y
contados bajo un microscopio Optico a 400 X (Nikon, Japon), utilizando un contador de
células. Una vez determinada la concentracién de la muestra espermatica, se ajusté la
concentracion de semen necesaria para realizar la inseminacion con 1 x 10°
espermatozoides/ml.
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A cada pozo se le afiadieron 10 pl de la suspension de espermatozoides. La
incubaciéon de COC y espermatozoides se realiz6 a una temperatura de 37C, con una

atmosfera de 5% CO,, 95% de aire y humedad a saturacién por 22 horas.

Una vez transcurrido las 22 horas se observaron al microscopio estereoscopico a
20 X (Zesis, EEUU). Las imagenes de los fueron tomadas con una camara digital (Sony
Cibershot, EEUU).

7.10. DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO

Los posibles cigotos se lavaron 2 veces en medio de desarrollo HTF (IN VITRO,
México), suplementado con albumina sérica bovina Fraccion V al 4% (Sigma), 10% de
SFB (IN VITRO, México) y 0.5 ul/ml de P/E (IN VITRO, México), a 37T con 5% de CO,,
95% de aire. Posteriormente de 1 a 3 cigotos se transfirieron a cajas de 4 pozos que
contenian 500 pul de medio de desarrollo, cubierto con 200 pl de aceite mineral (Sigma).

7.11. ULTRAESTRUCTURA DE ESPERMATOZOIDES Y OVOCITOS

Para llevar a cabo el andlisis ultrafino de los espermatozoides y de los COC,
ambos se fijaron en solucion de Karnovsky por 24 horas, posteriormente fueron colocados
en buffer de cacodilato de sodio al 0.1 M. y postfijados en tetroxido de osmio al 1%
durante 1 hora. Después las muestras se deshidrataron en una serie de alcoholes
graduales de manera creciente (70% al 100%). Posteriormente se colocaron en
acetonitrilo durante 20 min y se incluyeron en Epon puro (Pelco Internacional, México) en

un molde de plastico dejandose polimerizar a 60C.

Se realizaron cortes semifinos de 1um con un ultramicrétomo (LKB, EEUU) y se
tifieron con azul de toloudina al 1% para determinar el area donde se realizarian los cortes
finos. Hicimos cortes finos de 800 nm (ULTRACUT, EEUU) las rejillas fueron contrastadas
con acetato de uranilo al 2.5% vy citrato de plomo al 0.3%. Finalmente Las muestras se

observaron en el microscopio electrénico de transmisién (JEM-1010, Japén).
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7.12. ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos obtenidos fueron presentados con media = DS. Estos datos se
analizaron mediante la prueba no paramétrica de Friedman (ANOVA) para evaluar las
diferencias entre las dos temperaturas y la adicién de P, al medio. También se aplicé una
prueba no paramétrica de Wilcoxon para comparar entre las medias de las muestras
relacionadas y determinar si existen diferencias entre las dos temperaturas y la adicion de
Py.

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para comparar los tiempos de
maduracion, la temperatura y la suplementacion del medio de maduraciéon con hormonas.
Los resultados obtenidos como porcentaje se normalizaron por medio de una
transformacién a arcoseno para posteriormente realizar los analisis estadisticos. La
significancia estadistica establecida fue de p < 0.05. Todos los andlisis fueron realizados

mediante el programa Statistica 5.0 version 5 (Stats Soft, Reino Unido, 1997).
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VIIl. RESULTADOS

8.1. EVALUACION MORFOLOGICA DE ESPERMATOZOIDES DE A. jamaicensis y

S. lilium .

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
Tamarfio de los organismos y diametro escrotal

Los organismos colectados de ambas especies presentaron una talla promedio de
la cabeza a las patas de 8.77 y 7.71 cm para A. jamaicensis y S. lilium respectivamente.
Su tamafio se encuentra dentro del rango considerado para machos adultos de la misma
familia.

A. jamaicensis presentd un mayor diametro escrotal con respecto a la especie S.
lilium (Tabla 3).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Concentracion espermatica

Respecto a los datos observados sobre concentracion espermatica de los
murciélagos A. jamaicensis y S. lilium no existen reportes al respecto. Al recuperar los
espermatozoides de la cola del epididimo y del conducto deferente obtuvimos una
concentracion espermatica de 4.26 + 2.05 y 5.15 + 1.88 espermatozoides/ml
respectivamente; la concentracion espermatica fue mayor en S. lilium que en A.

jamaicensis (Tabla 3).

Morfometria espermatica

Respecto al tamafio de los espermatozoides, encontramos que el de S. lilium fue
ligeramente mas grande al de A. jamaicensis (Tabla 3). Las dimensiones del
espermatozoide de S. lilium fueron: Longitud de la cabeza (7.01 + 0.89 um); longitud de la
pieza media (20.33 + 4.59 um) vy la longitud del flagelo (70.50 + 8.31 um). Mientras que el
de A. jamaicensis fueron: Longitud de la cabeza fue de 6.26 = 0.69 um; longitud de la
pieza media fue de 18.61 + 2.92 um y la longitud del flagelo fue de 70.92 £ 9.00 um (Tabla
3: Figura 1).

59



Tabla 3: Caracteristicas macroscopicas del organismo y microscépicas del espermatozoide de
murciélago de A. jamaicensis y S. lilium. (Los datos obtenidos se muestran con .Media *
Desviacion Estandar.)

CARACTERISTICAS

S. lilium
(n=10)

A. jamaicensis
(n=11)

MACROSCOPICAS

Tamafio del organismo (cm) 877 + 097 7.71 + 0.81
Peso del organismo (gr) 4266 + 3.38 20.20 1.46
Diametro escrotal (cm) 162 + 0.39 1.39 + 0.35
MICROSCOPICAS
Concentracién espermatica (X 10°) 426 + 2.05 5.15 + 1.88
Longitud (uM)
Cabeza 6.26 + 0.69 7.01 + 0.89
Parte media 1861 + 292 20.33 + 4.60
Flagelo 7092 + 9.00 70.50 + 8.31
Moatilidad Progresiva (%)
Progresivos 3455 + 25.83 60.00 =+ 14.14
No Progresivos 3545 + 14.40 2750 <+ 13.18
Inmoviles 30.00 + 20.00 13.00 9.19
Viabilidad (%)
Espermatozoides vivos 73.23 + 20.49 83.82 % 8.37
Anormalidades (%)
Normales 6198 + 13.82 7053 + 17.48
Cabeza, flagelo y pieza media 1250 + 6.35 13.77 + 9.35
Gotas citoplasmatica, cabezas y 1261 + 9.25 5.77 + 3.01
flagelos aislados
Flagelo abaxial 1283 + 8.90 9.90 + 3.21

Morfologia espermatica

El espermatozoide de ambas especies A. jamaicensis (Figura 1A y 1B) y S. lilium
(Figura 1C y 1D) esta conformado de una cabeza y de una cola o flagelo. El flagelo es la
parte mas larga del espermatozoide y esta formado por la pieza media, la pieza principal y
la pieza final.
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Figura 1: Morfologia espermatica en A. jamaicensis y S. lilium (A y B) A. jamaicensis A)
Microscopia de campo claro. B) Microscopia electrénica de transmision. (C y D) S. lilium.
Microscopia de campo claro. D) Microscopia electronica de transmision. C: Cabeza. PM: Pieza
media. PP: Pieza principal. PF: Pieza final.
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CABEZA

La cabeza del espermatozoide de A. jamaicensis y S. lilium presenté una forma
aplanada y redondeada en forma de espatula. La cabeza esta formada por el acrosoma,
el nacleo y el segmento ecuatorial. Presentd una membrana plasmatica que rodea toda la
cabeza del espermatozoide; la cual se encuentra separada de la membrana acrosomal
externa en la regién anterior, comenzando a unirse en la parte media o distal, formando el

segmento ecuatorial (Figuras 2A 'y 3A).
Acrosoma

Abarca tres 3 cuartas partes de la cabeza. Consiste de una membrana externa e
interna que emergen en la parte distal de la cabeza. El acrosoma puede dividirse en tres
partes: A) La parte apical del acrosoma, siendo la parte mas gruesa formando un
capuchén donde se encuentran las enzimas necesarias para penetrar la zona pellcida y
se encuentra por arriba del nicleo. B) el segmento principal, tanto la membrana interna
como externa comienzan a adelgazarse. C) La porcion caudal es donde se encuentra el
segmento ecuatorial. La union entre el segmento principal y el segmento ecuatorial es
marcado por un abrupta disminucion en el grosor entre la membrana acrosomal interna y
externa (Figura 2A 'y 3A).

Entre la membrana acrosomal interna y la membrana nuclear se extiende un

espacio en forma de pico conocida como espacio subacrosomal (Figura 2A y 3A).

62



500nm

Figura 2 : Morfologia espermatica de A. jamaicensis: ac: acrosoma. ax: axonema. an: anulus. cap:
capitolium. cf: columna de fibras. cp: centriolo proximal es: espacio subacrosomal. fi: fosa de
implantacién. fp: fibras de proteina. m: mitocondrias mp: membrana plasmética. mae: membrana
acrosomal externa. mai: membrana acrosomal interna. nu: ndcleo. se: segmento ecuatorial. vf:
vaina fibrosa. V: Vacuolas. PP: Pieza principal. PF: Pieza final.

El nucleo cubre la mayor parte de la cabeza (Figura 2A y 3A), presenta material
muy electrodenso porque la cromatina esta altamente condensada debido al cambio de
histonas por Protaminas El nlcleo presenté pequefias vacuolas distribuidas al azar
(Figura 2F y 3F).

FLAGELO

Cuello

El cuello del espermatozoide de A. jamaicensis y S. lilium es pequefio y es la pieza
conectora entre la cabeza y el flagelo, permitiéndole cierta articulaciéon. Esta unido a la
cabeza ya que la parte final del ndcleo presenta una estructura de forma convexa
conocida como fosa de implantacién. A partir del capitolium se observaron una serie de
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fiboras densas que van desde la pieza media hasta la pieza final de la cola del
espermatozoide (Figura 2B, 2E, 3B y 3E).

El cuello estd compuesto de una estructura de fibras densas segmentadas
llamadas capitolium, Proximo al capitolium esta el centriolo proximal. Del centriolo distal
parten dos series de columnas de filamentos que se extienden desde la pieza media
hasta la pieza principal del espermatozoide (Figura 2C y 3D).
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Figura 3: Morfologia espermatica de S. lilium: ac: acrosoma. ax: axonema. an: anulus. cap:
capitolium. cf: columna de fibras. cp: centriolo proximal es: espacio subacrosomal. fi: fosa de
implantacién. fp: fibras de proteina. m: mitocondrias mp: membrana plasmética. mae: membrana
acrosomal externa. mai: membrana acrosomal interna. nu: ndcleo. se: segmento ecuatorial. vf:
vaina fibrosa. V: Vacuolas. PP: Pieza principal. PF: Pieza final.

PIEZA MEDIA

La pieza media de A. jamaicensis y S. lilium es larga y contiene aproximadamente
35 pares de mitocondrias. El arreglo de las mitocondrias es similar a lo descrito en otros
espermatozoides de mamifero, donde un par de mitocondrias forma una hélice. Haciendo
gue la pieza media y las mitocondrias formen un espiral (Figura 2D y 3D).
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Este espiral rodea al axonema, las 9 fibras densas y a los grupos fibrosos que son

los elementos que conforman el citoesqueleto del flagelo (Figura 2C y 3C).

El anulus se encuentra al final del Gltimo par de mitocondrias en forma de hélice en
la pieza media, permitiendo distinguir cuando termina la pieza media y cuando comienza
la pieza principal, en esta parte el diametro de la pieza principal comienza a disminuir
(Figura 2D y 3E). Ademas, esta estructura divide la pieza media y da lugar al comienzo de
la pieza principal, donde se observan fibras densas externas que estan cubriendo el

axonema.

PIEZA PRINCIPAL

La pieza principal de A. jamaicensis y S. lilium es mas larga que la pieza media y
esta principalmente formada por el axonema, de 9 grupos fibras densas y otros grupos de
fibras. El axonema es similar a lo descrito en otros mamiferos. Consiste de un par central
de dos microtibulos que esta rodeado por un haz cilindrico uniforme de 9 microtibulos
dobles. (Figura 2C y 3C). El par de microtibulos centrales se une a los otros microtibulos
por puentes pequefios. Cada par de microtibulos estd compuesto por una subunidad A
de forma circular completa y se encuentra unido a la subunidad B incompleta en forma de
C. En la subunidad B se encuentran pequefias estructuras en forma de gancho que
pudieran ser los brazos de dineina. En cada par de tabulos esta asociado con un grupo de
fibras densas. Las 9 fibras densas externas se encuentran rodeando al axonema, tienen
forma ovalada y diferente tamafio. 4 de estos grupos de fibras son alargadas y grandes en
comparacion con las otras 5 (Figura 3C). Estos grupos de fibras densas facilmente se
observan en la pieza media y parte de la pieza principal, dejando de distinguirse cerca de
la pieza final.

PIEZA FINAL
La transicion entre la pieza principal y la pieza final de A. jamaicensis y S.lilium no

es distinguible ya que ambas presentan el mismo diametro. Desde donde comienza el

anulus hasta el final de la pieza final se observan los grupos de fibras que rodean al
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axonema y los 9 grupos de fibras densas. Tanto la pieza principal como la final estan

cubiertas por la membrana plasmatica (Figura 2E y 3E).

Porcentajes de viabilidad y motilidad

Tanto para el murciélago zapotero (A. jamaicensis) como para el murciélago de
charreteras (S. lilium), se observaron porcentajes de viabilidad mayores al 50% (Tabla 3).
Ademas, al mantener los espermatozoides de ambas especies a una temperatura de
37C, se observé que los espermatozoides de A. jamaicensis presentaron un bajo
porcentaje de desplazamiento lineal y progresivo, detectandose cierta inmovilidad de
algunos espermatozoides. Sin embargo, los espermatozoides de S. lilium, mantenido a las
mismas condiciones, presentaron valores mayores al 50% de espermatozoides que se
desplazaron de forma lineal, comportandose similar a lo reportado en los lineamientos de
la OMS (2010) (Tabla 3).

Porcentaje de anormalidades

Ambas especies presentaron altos porcentajes de espermatozoides con apariencia
normal. Es interesante observar que ambas especies presentaron valores por debajo del
50% de anormalidades (Tabla 3). Las anormalidades o defectos encontrados con mayor
frecuencia en los espermatozoides de A. jamaicensis fueron: Diferentes arreglos de
flagelos enrollados (Figura 4A-4C y 4L), piezas medias dobladas (Figura 4E-4G y 4K),
defectos en la pieza media principalmente representados por la presencia de gotas
citoplasmaticas en diferentes posiciones (Figura 4H, 4K y 4M) y flagelos y cabezas sueltas
(Figura 4L y 4N).

Una caracteristica interesante en estos espermatozoides fue la presencia del
flagelo con insercién abaxial (Figura 4J y 40); el cual en algunos animales domésticos es
considerado como una anormalidad, sin embargo en animales de vida silvestre no existe
una clasificaciébn que permita catalogar a este tipo de flagelo como un defecto o
simplemente como una caracteristica de la especie (Tabla 3).
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Las anormalidades o defectos que se encentraron con mayor frecuencia en S.
lilium fueron diferentes arreglos de flagelos enrollados (Figura 5A-5D y 5N), En poca
proporcién se encontraron piezas medias dobladas (Figura 5E, 5F y 5M). Defectos en la
pieza media caracterizados principalmente por la presencia de gotas citoplasmaticas en
diferentes posiciones: distal (la gota citoplasmatica se encuentra en la parte final de la
pieza media; Figura 5G y 5M); media (la gota citoplasmatica se encuentra en la parte
media; Figura 5H) y proximal (la gota citoplasmatica se encuentra en la parte final de la
cabeza y comienzo de la pieza media; Figura 51 y 5N) y flagelos y cabezas sueltas (Figura
5J). Una caracteristica interesante, que también se detectd en algunos espermatozoides

de S. lilium, fue la presencia de un flagelo con insercion abaxial (Figura 5K, 5L y 5N).

La posicion de la gota citoplasmatica es variable y se presenté principalmente en
la pieza media, esta se pudo observar entre la fosa de implantacién y el capitolium o en la
pieza media y en la parte final muy cercana al anulus. Esta formada de citoplasma,
abundantes vacuolas y membranas (Figura 4H, 4K, 4M, 5G, 5H, 5I, 5M y 5N).
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Figura 4 : Anormalidades espermaticas en A. jamaicensis. (A-D, L) Diferentes arreglos de flagelos
enrollados. (E-G, K) Piezas medias dobladas. Gotas citoplasmaticas. H) Media. K,M) Distal. (I,N)
Flagelos y cabezas aisladas. (K,J,0) Flagelo abaxial. 100X.
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Figura 5: Anormalidades espermaticas en S. lilium. (A-D, N) Diferentes arreglos de flagelos
enrollados. (E, F, M) Piezas medias dobladas. Gotas citoplasmaticas. G y M) Distal. H) Media. | y
N) Proximal. (J) Flagelos y cabezas aisladas. (K, L, N) Flagelo abaxial. 100X.
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8.2. EVALUACION MORFOLOGICA DE OVOCITOS DE A. jamaicensis Y
S. lilium .

Los ovarios derecho e izquierdo de A. jamaicensis y S. lilium tienen un tamafio
aproximado de 3 mm de longitud; para ambas especies el ovario derecho fue un poco

mas grande y se encontrd mas irrigado (Figura 6).

Una vez realizada la puncion para extraer los foliculos grandes y visibles del ovario
derecho y del ovario izquierdo; los ovocitos fueron clasificados de acuerdo a su
morfologia. En ambos ovarios pudimos obtener ovocitos de diferentes calidades segun la
clasificacion de De Loos et al. (1989). Aunque esta clasificacion fue realizada en bovinos,

los ovocitos de murciélagos pudieron ser clasificados de la misma forma (Tabla 4).

Figura 6 : Ovarios de A. jamaicensis y S. lilium. A) Longitud del ovario derecho (OD) y del izquierdo
(Ol) de S. lilium. 2x. B) Ovario derecho de A. jamaicensis. Se observa la irrigacién en el ovario
(Flecha). C) Ovario izquierdo de A. jamaicensis. B y C) 5x.

Al realizar la puncion folicular en ambos ovarios (n=10) de la especie A.
jamaicensis se obtuvieron en promedio 12.8 ovocito del ovario derecho y 9.9 del ovario
izquierdo (Tabla 4). En el caso de los ovarios obtenidos de S. lilium (n=10), se obtuvieron
en promedio 10.7 ovocitos del ovario derecho y 10.9 ovocitos del ovario izquierdo (Tabla
4). Cabe mencionar que para A. jamaicensis se recuperaron un mayor numero de
ovocitos del ovario derecho que del izquierdo. Mientras que para S. lilium se recuperé la
misma cantidad de ovocitos del ovario derecho que del ovario izquierdo. Tanto para A,
jamaicensis y S. lilium podemos obtener ovocitos de todas las calidades y caracteristicas
en ambos ovarios. Lo que podriamos decir que ambos ovarios son funcionales en S. lilium

y A. jamaicensis.
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De acuerdo a la clasificacién de De Loos et al. (1989) para A. jamaicensis y S.
lilium se obtuvieron ovocitos de categorias 1 (excelente) hasta categoria 4 (mala) (Tabla
4 y Figura 7). Los ovocitos de categoria 1, para A. jamaicensis (Figura 7A 'y 71) y para S.
lilium (Figura 7E) se observaron esféricos y simétricos, de estructura, color y textura
uniforme y con citoplasma homogéneo. Otra caracteristica importante dentro de esta
categoria es que los ovocitos se encontraron rodeados de tres a cinco capas completas
de células del cimulo. No se observo con detalle la zona pellcida ya que las células de la
granulosa o del cimulo lo estan cubriendo.

Dentro de la categoria 2, correspondiente a ovocitos de buena calidad para A.
jamaicensis (Figura 7B) y para S. lilium (Figura 7F), los ovocitos fueron esféricos y
simétricos; de color y textura uniforme, criterios semejantes a la categoria 1; sin embargo
estos estaban rodeados de solo tres 0 menos capas completas de células del cimulo que
corresponden a la corona radiada.

Dentro de la categoria 3 (calidad regular) para A. jamaicensis (Figura 7C y 7K) y
para S. lilium (Figura 7G) los ovocitos también presentaron una forma esférica y simétrica
con un tamafio, color y textura uniforme, pero estaban parcialmente desnudos. En estos
ovocitos claramente pudimos observar la zona pellcida que era delgada y transparente
rodeando al ovocito, no presentaban un espacio entre el citoplasma y la zona pellcida
gue pudieran demostrar que el ovocito tiene alguna anormalidad en cuanto a su tamafio o
que pudiera afectar la union del espermatozoide con el ovocito durante la fertilizacion lo
que pudiera ser una sefial de la salud o calidad del ovocito. Esto también se observo en
ovocitos con muchas capas o con solo rodeados por la corona radiada.
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Tabla 4: Numero de ovocitos obtenidos de diferentes calidades en el ovario derecho y ovario
izquierdo de murciélagos de A. jamaicensis y S. lilium. (Los datos obtenidos se muestran con
Media + Desviacion Estandar).

OVARIOS OVARIOS
DERECHO IZQUIERDO DERECHO IZQUIERDO
Categorial (Excelente) 5.0 + 3.8 35 & 22 33 + 2.0 28 + 138
Categoria 2 (Buena) 28 + 25 22 £ 19 15 + 038 23 + 15
Categoria 3 (Regular) 19 <+ 07 1.7 + 09 23 + 138 1.7 + 15
Categoria 4 (Mala) 31 + 14 26 + 1.2 36 + 21 42 + 19
TOTAL 128 =+ 7.3 99 + 49 10.7 * 4.6 109 *+ 55

En A. jamaicensis (Figura 7D y 7L) y en S. lilium (Figura 7H), los ovocitos

considerados ovocitos de mala calidad o de categoria 4, fueron aquellos que no estaban

cubiertos por células del cumulo y que no presentaron forma esférica. En algunos

ovocitos, la zona pellcida era delgada transparente, pero en otros era gruesa y de color

oscuro. El ovocito, en estos casos, también presentd un citoplasma homogéneo de color

claro a café. Se observaron ovocitos con algunas irregularidades o con alteraciones en el

color del citoplasma observandose oscuro lo que pudiera ser el resultado de procesos

apoptéticos, Algunos ovocitos con estas caracteristicas presentaron una forma esférica

pero otros estaban ovalados o deformes. Pudiéndose considerar a estos ovocitos como

no viables.
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Figura 7: Ovocitos A. jamaicensis y S. lilium. (A-H) Microscopia de campo claro. (I-L) Microscopia
electronica de transmision. (A-D, I, K, L) Ovocitos de A. jamaicensis. (E-F, J) Ovocitos de S. lilium.
(A, E, I) Ovocitos categoria 1. (B,F) Ovocitos categoria 2. (C, G, K) Ovocitos categoria 3. (D, H, L)
Ovocitos categoria 4. c¢: Citoplasma. cc. Células del camulo. zp: Zona Pellcida. cr: Corona radiada.
n: Ndcleo. cro: Cromatina. * Manchas en el citoplasma (cuerpos apoptoticos).
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8.3. CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL EN EL MURCIE LAGO
FILOSTOMIDO A. jamaicensis

Prueba CTC y ultraestructura espermatica

Incubamos los espermatozoides de A. jamaicensis en medio TALP suplementado
con o sin progesterona (4 uM) a 37C y 32T a difer entes horas, y de acuerdo a los
patrones de fluorescencia obtenidos por parte de Ward y Storey (1984). Se observé que
para todos los tratamientos y a las 0 horas de incubacion, los espermatozoides
presentaron fluorescencia uniforme en toda la cabeza y pieza media, correspondiente al
patron F, que esta asociado a células no capacitadas (Figura 8A). La ultraestructura de los
espermatozoides no capacitados, correspondié a espermatozoides morfolégicamente
normales. Los cuales estaban constituidos por una cabeza formada por el acrosoma, el
ndcleo y el segmento ecuatorial. La membrana plasmatica cubrié toda la cabeza del
espermatozoide y se encontré separada de la membrana acrosomal externa pero cuando
esta llega a cubrir tres cuartas partes de la cabeza hacia la parte distal o final comienza a
unirse con la membrana acrosomal externa y no se distingue, formando el segmento
ecuatorial. El contenido del acrosoma separa la membrana acrosomal externa de la
interna permitiendo que la cabeza tenga una forma de espatula (Figura 8D).

Al comienzo de la incubacion, el porcentaje de espermatozoides no capacitados
fue de entre el 80 al 90% en nuestras diferentes variables (Figura 9). Este porcentaje fue
disminuyendo conforme pasaron las horas de incubacion. A las 8 horas se observd un
porcentaje del 20% de espermatozoides no capacitados para los tratamientos de 32C con
y sin P,y a 37T sin P 4. Sin embargo a 37<C con P 4 el porcentaje de espermatozoides no
capacitados fue del 10 % diferente a los otros tratamientos (Figura 9). Hubo diferencias
significativas entre las horas de incubacién de los diferentes tratamientos (p < 0.05). Sin
embargo, no hubo diferencias significativas para ninguna de los porcentajes obtenidos de

espermatozoides no capacitados (p > 0.05).

Conforme se incrementaba el tiempo de incubacién, este porcentaje de
espermatozoides no capacitados fue disminuyendo, permitiendo que los espermatozoides

pasaran al siguiente estado, es decir capacitados, correspondiente al patrén B (Figura
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8B). La cabeza del espermatozoide mostré una banda oscura sin fluorescencia en el
segmento ecuatorial y postecuatorial, mientras que la porcién anterior de la cabeza y
pieza media del espermatozoide presentaron fluorescencia (Figura 8B). Los primeros
cambios ultraestructurales que se pudieron observar en el espermatozoide considerado
como capacitado fueron que la membrana plasmatica comenzé a hincharse o a separarse
mas de la cabeza y del segmento ecuatorial. Esto también se observé en la parte apical
de la cabeza, ya que la membrana acrosomal externa e interna y el contenido del
acrosoma comenzaron a alargarse (Figura 8E).

Al evaluar este tipo de patron, se observé que para todos los tratamientos, a las 0
horas, aproximadamente el 10% de espermatozoides estaban capacitados. Sin embargo
estos porcentajes fueron aumentando conforme fueron aumentando las horas de
incubacién. Su valor mas alto fue a las 6 horas para todos los tratamientos (Figura 9).
Para 32C con o sin P, el porcentaje de espermatozoides a esta hora fue
aproximadamente del 43%, mientras que para 37C con y sin P, el porcentaje fue del
48%. Estos porcentajes fueron disminuyendo conforme pasaron las horas de incubacion,
a las 8 horas a 32 con o sin P 4, se observé una notable disminucion en los porcentajes
de espermatozoides capacitados. Mientras que a 37C con y sin P4 los porcentajes se
mantuvieron constantes (p > 0.05) (Figura 9).

Hubo diferencias significativas entre las horas de incubacion de los diferentes

tratamientos (p < 0.05). Pero no hubo diferencias significativas entre la temperatura y con
y sin P4 en los porcentajes obtenidos de espermatozoides capacitados (p > 0.05).
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Figura 8: Patrones de fluorescencia observados en la cabeza de A. jamaicensis, por CTC (A) Patron F, no
capacitado. (B) Patron B, capacitado (C) Patréon AR, reacciéon acrosomal. 100 X. Cambios morfoldgicos del
espermatozoide por Microscopia electrénica. (D) Espermatozoide no capacitado. (E) Espermatozoide
capacitado. (F) Espermatozoide con reaccion acrosomal (las flechas muestran puntos de fusion entre las
membranas) Patrones de fluorescencia por Lectinas (G) Espermatozoide con acrosoma intacto. (H)

Espermatozoide capacitado y reaccionado. mp: membrana plasmatica. a: acrosoma. ae: membrana
acrosomal externa. ai: membrana acrosomal interna. n: nicleo
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Lo que podria estar sucediendo es que la temperatura de 32T esta influyendo
para que los espermatozoides tengan reaccién acrosomal y por eso encontramos bajos
porcentajes de espermatozoides capacitados. Ya que se observaron espermatozoides
gue no presentaban fluorescencia en la cabeza pero si en la pieza media, lo que
corresponde al patrén AR (reaccién acrosomal) (Figura 8C). A las 8 horas de incubacién
los espermatozoides presentaron cambios en su morfologia, ya no fue posible distinguir
las membranas plasmatica y acrosomales. Alrededor de toda la cabeza se observaron
puntos de fusion entre estas membranas, permitiendo llevar a cabo la reaccion acrosomal

y asi poder liberar las enzimas necesarias para penetrar la zona pellcida (Figura 8F).

Analizamos la muestra en diferentes tiempos de incubacién para todos los
tratamientos, y se observd que conforme iban disminuyendo los porcentajes de
espermatozoides no capacitados y aumentando los porcentajes de espermatozoides
capacitados, también aumentaron los porcentajes de espermatozoides con reaccién
acrosomal (Figura 9). A las 0 horas se observd que sé6lo entre el 0 y 5% de
espermatozoides presentaban con reaccién acrosomal. Sin embargo estos porcentajes
aumentaron proporcionalmente al tiempo de incubacién, teniendo un porcentaje mayor de
espermatozoides con reaccion acrosomal a las 8 horas de incubacién (Figura 9). En los
cultivos A 32T Con P 4 se obtuvo el porcentaje mas alto de espermatozoides con reaccion
acrosomal (53%). Hubo diferencias significativas entre las horas de incubacién de los
diferentes tratamientos (p < 0.05). Pero no se observaron diferencias significativas entre la
temperatura y el tratamiento con o sin P, en los porcentajes obtenidos de

espermatozoides con reaccion acrosomal (p > 0.05).
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Figura 9: Porcentajes de espermatozoides de A. jamaicensis no capacitados, capacitados y con
reaccion acrosomal por medio de la prueba de CTC. A 32C y 37C con y sin P 4 a diferentes horas
de incubacion. Diferentes letras, simbolo o nimero denota diferencias (p < 0.05). Se graficaron las
Medias + Desviacion Estandar.
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Prueba de lectinas (PSA-FITC) para evaluar la integ  ridad del acrosoma

Para todos los tratamientos y al inicio de la incubacién, hubo un porcentaje del
80% espermatozoides con acrosoma integro o intacto (Figura 10). Los espermatozoides
con acrosoma intacto presentaron fluorescencia en toda la cabeza hasta el segmento
ecuatorial, considerados como espermatozoides no capacitados (Figura 8G). Esta
fluorescencia fue de mayor intensidad en la parte apical de la cabeza, donde se encuentra
el mayor contenido acrosomal y el acrosoma se observé claramente.

Conforme se incrementaba el tiempo de incubacién, este porcentaje de
espermatozoides con acrosoma intacto disminuy6 (Figura 10) ya que los espermatozoides
comenzaron a presentar poca o ausencia de fluorescencia en la cabeza y el acrosoma no
fue claramente visible, solo se observd fluorescencia en el contorno de la cabeza del
espermatozoide. Este tipo de espermatozoides fue considerado como espermatozoides
capacitados y con reaccion acrosomal, debido que ya perdieron la mayor parte o todo el
contenido del acrosoma. (Figura 8H). A las 8 horas de cultivo, se observé con el
tratamiento a 32T Sin y Con P, el porcentaje mas bajo de espermatozoides con
acrosomas intactos (30%). Sin embargo, para el tratamiento a 37T Sin P 4 este porcentaje
fue ligeramente mayor, teniendo un porcentaje de espermatozoides con acrosomas
intactos aproximadamente del 50% (Figura 10). Todos los valores obtenidos a diferentes
temperaturas con y sin progesterona fueron diferentes entre si con significancia
estadistica (p < 0.05).

El andlisis de la integridad del acrosoma realizado con PSA-FITC (Figura 10)
mostré que la proporcion de espermatozoides capacitados y con reaccion acrosomal fue
casi la misma a la de los espermatozoides capacitados y con reaccién acrosomal por la
prueba de CTC (Figura 9). Concluyendo que las pruebas de CTC y la de Lectinas son

adecuadas para la deteccidn de la capacitacion del espermatozoide de murciélago.
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Figura 10: Porcentajes de espermatozoides de A. jamaicensis con acrosoma intacto por medio de
la prueba de Lectinas (PSA-FITC). A 32T y 37 con Yy sin P, a diferentes horas de incubacion.
Todos los valores medidos a diferentes tiempos y tratamientos son diferentes entre si (p < 0.05).
Se graficaron las Medias + Desviacion Estandar.

Cambios en la morfologia del espermatozoide

Se tomaron muestras para observar los cambios en la morfologia del
espermatozoide de A. jamaicensis respecto a las horas de incubacion con los diferentes
tratamientos (Figura 11A). A 32C y 37C con y sin P, se observd que conforme pasaron
la horas de incubacion el flagelo de los espermatozoides comenzé a enrollarse o doblarse
por la parte final (Figura 10B) y este enrollamiento procedié hacia la pieza media y cabeza
(Figura 11C). Este efecto también se ha observado en otros mamiferos, sefialando que

son espermatozoides comenzando a hiperactivarse.

En nuestras 4 condiciones de cultivo y a las 8 horas de incubacién se obtuvieron
porcentajes de entre el 40% y 45% de espermatozoides con flagelos enrollados. Sin
embargo, este porcentaje fue ligeramente mayor en los tratamientos donde el medio fue
suplementado con P,. Todos los valores obtenidos a diferentes temperaturas con y sin

progesterona muestran diferencias significativas (p <0.05) (Figura 12).
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Figura 11: Cambios en la morfologia del espermatozoide de A. jamaicensis. (A) Espermatozoide
normal. (B) Espermatozoide con la pieza final del flagelo enrollado. (C) Espermatozoide con el
flagelo enrollado. 1000 X.
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Figura 12: Morfologia del espermatozoide de A. jamaicensis (porcentaje de flagelos enrollados) a
32T y 37T con y sin P, a diferentes horas de incubacion. Todos los valores medidos a
diferentes tiempos y tratamientos tienen diferencias significativas (p <0.05). Se graficaron las
Medias + Desviacion Estandar.
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Motilidad del espermatozoide

Al inicio del cultivo y para los cuatro tratamientos los espermatozoides presentaron
un movimiento lineal progresivo, sin hiperactivacion. Sin embargo a 37, con y sin
progesterona este movimiento fue disminuyendo conforme pasaron las horas de
incubaciéon. A las 4 horas de incubacion mas del 60% de los espermatozoides se
observaron practicamente inméviles y aunque no se desplazaban, los espermatozoides
comenzaron a vibrar de un lado hacia el otro. A 32°C, con y sin P4, a las 4 horas de
incubacién se observo un 40% de espermatozoides con una gran amplitud en el bateo del
flagelo, su desplazamiento ya no era en linea recta; este porcentaje fue disminuyendo
conforme pasaron las horas de incubacién. A las 8 horas, en todos los tratamientos los

espermatozoides se desplazaban en linea recta vibrando de un lado hacia el otro.

Porcentajes de viabilidad

Se tomaron muestras para observar si conforme pasaban las horas de incubacién
a 32C y 37T siny con P 4 los espermatozoides de A. jamaicensis se mantenian viables.
Encontramos que Los porcentajes de viabilidad fueron disminuyendo conforme pasaron
las horas de incubacién. A las 0 horas aproximadamente el 85% de los espermatozoides
eran viables, Sin embargo este porcentaje fue disminuyendo hasta un 75% a las 8 horas
de incubacion. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0.05) (Figura
13).
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Figura 13: Porcentajes de viabilidad del espermatozoides de A. jamaicensis a 32C y 37°C con y
sin P, diferentes horas de incubacion. Todos los valores obtenidos a diferentes tiempos y
tratamientos son iguales (p > 0.05). Se graficaron las Medias + Desviacion Estandar.
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8.4. MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS DEL MURCIELAGO FILOSTOMIDO

A. jamaicensis

Debido a que no existe informacion al respecto sobre la maduracion in vitro de
ovocitos de murciélago de A. jamaicensis, en el presente proyecto se emplearon dos
temperaturas (37C y 38.5C) y dos tiempo de incuba ci6n (24 y 44 horas) para este
proposito. El medio de maduracién utilizado se probé con y sin hormonas (Estradiol, FSH
y LH) con la finalidad de establecer cual tratamiento resultaba mas apropiado para la

expansion de las células de la granulosa.

De acuerdo con este protocolo, se observé_que los complejos-ovocitos-cumulo
(COC) a las 24 horas de cultivo a una temperatura de 37<C y sin adicion de hormonas al
medio de maduracién, no presentaron expansion de las células de la granulosa o del
cumulo en ovocitos de calidad 1 hasta calidad 3, teniendo un porcentaje de maduracién
del 0% (P > 0.05) (Figura 14B y 14D; Tabla 5). El ovocito presentd un citoplasma
homogéneo, de color uniforme, la zona pellicida estaba intacta y las células de la
granulosa presentaron una forma redonda; todas las capas que cubrian al ovocito

presentaron un color claro uniforme.

Al realizar los cortes semifinos, se observaron ovocitos con citoplasma uniforme,
con vesicula germinal situada hacia un extremo del ovocito. La zona pellcida estaba
intacta, no dafiada y las células de la granulosa o del cimulo presentaron un nucleo
grande, redondo y con uno o dos nucléolos. Estas células contenian poco citoplasma.
Entre las células de la granulosa no se observaron espacios, se observan muy unidas
entre si, tenian un espacio perivitelino reducido y uniforme (Figura 15).

A las 24 horas a una temperatura de 37C y con hormonas se observd que
algunos COC presentaron una ligera expansion de células de la granulosa (Figura 16).
Los ovocitos a las 0 horas de cultivo presentaron un citoplasma uniforme, esta rodeado
por lo menos de 3 a 5 capas de células de la granulosa que presentaron una coloracion
palida (Figura 16A); al pasar las horas de cultivo los COC se observaron con una ligera

expansion y las células de la granulosa se encontraron muy unidas, haciendo que el
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citoplasma y la zona pelicida ya no fueran claramente visibles bajo el microscépio. Estas
células debido a su expansion se observaron de color oscuro (Figura 16B).

O horas 24 horas

Figura 14: Complejo-ovocito-cumulo de A. jamaicensis madurados in vitro durante 24 horas sin
hormonas. A y B) ovocito de calidad 1. 20 X. C y D) ovocito de calidad 3. 20 X. Barra 10 um. c:
citoplasma. cc: células del cimulo o de la granulosa. zp: zona pellcida
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Figura 15: Cortes semifinos de un complejo-ovocito-cimulo de A. jamaicensis tefiido con azul de
toloudina. Madurado in vitro durante 24 horas a 37<C y sin hormonas en el medio de maduracion.
100 X. Barra 10 um. n: nucleo. c: citoplasma. zp: zona pellcida. cc: células del camulo o de la
granulosa.

24 horas

Figura 16: Complejo-ovocito-cimulo de A. jamaicensis madurados in vitro durante 24 horas a 37C
con hormonas. Ay B) 20 X. Barra 10 um. c: citoplasma. cc: células del cimulo o de la granulosa.
zp: zona pellcida.
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Sin embargo, otros COC se observaron con una mayor expansion de células de la
granulosa (Figura 17A). Se observé claramente el citoplasma con arreglo uniforme y de
color oscuro y la zona pelicida. Uno de esos ovocitos presentd en el citoplasma una
pequeia protuberancia, la cual pensamos que puede ser la extrusidon de un cuerpo polar
(Figura 17B). El porcentaje de maduracién fue del 91%, mostrando diferencias
significativas (p < 0.05) en relacién con los demas tratamientos (Tabla 5).

24 horas

Figura 17: Complejo-ovocito-cimulo de A. jamaicensis madurados in vitro durante 24 horas a 37C
con hormonas. A) ovocito con gran expansion de las células del cimulo. 20 X. B y C) ovocito con
posible extrusion del cuerpo polar (flecha) 32 X y 20 X. Barra 10 um. c: citoplasma. cc: células del
cumulo o de la granulosa. zp: zona pellcida. Flecha indica la extrusion del cuerpo polar.
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Al observar los cortes semifinos, en los COC cultivados in vitro 24 horas a 37C y
al suplementar el medio con hormonas, se observé que las células de la granulosa o del
cumulo presentardn un ndcleo grande y redondo, claramente se pudo observar el nucléolo
(algunas de estas células presentan de dos a tres nucléolos) y mayor cantidad de
citoplasma (Figura 18B). Las células de la granulosa estaban separadas unas de otras
(Figura 18A). La capa de células de la granulosa que se encuentraba mas cercana a la
zona pellcida se observaron ciertas proyecciones que la atraviesan hasta llegar al
espacio perivitelino. Hubo un gran especio entre el espacio perivitelino y el ovocito, sin
embargo este espacio no fue uniforme en todo el ovocito. El ovocito se observé de color
homogéneo (Figura 18A). No se observd un cuerpo polar bien diferenciado (Figura 18B).

Figura 18: Complejo-ovocito-cimulo de A. jamaicensis madurados in vitro durante 24 horas a
37T, suplementado el medio con hormonas, tefiidos c on azul de toloudina. A) 40 X. B) 100 X. La
flecha indica quizas la extrusion del cuerpo polar. Barra 10 um. c: citoplasma. cc: células del
cumulo o de la granulosa. zp: zona pellcida.

A las 44 horas y a 37°C con hormonas se observo g ue algunos COC mantenidos
en cultivo bajo estas condiciones expandieron las células de la granulosa, con un
porcentaje del 30% (p > 0.05), sin embargo estas se observaron sin una forma definida,
su coloracién fue transparente, no se observaron de forma redondeada, pareciera que

solo esté el contorno de estas células y que en su interior no hay citoplasma (Figura 19).

88



Figura 19: Complejo-ovocito-cimulo de A. jamaicensis madurado in vitro 44 horas a 37 con

hormonas. 20 X. Barra 10 um. c: citoplasma. cc: células del cimulo o de la granulosa.

A las 24 horas a 38.5T sin hormonas, tampoco se o bservé expansiéon de las

células de la granulosa o del camulo en los ovocitos cultivados bajo estas condiciones.

Tampoco hubo cambios en la morfologia del ovocito y en el color del citoplasma. (Figura

20B).

O horas

24 horas

Figura 20: Complejo-ovocito-cimulo de A. jamaicensis madurados in vitro 24 horas a 38.5TC sin

hormonas. Ay B) 20 X. Barra 10 pm. c: citoplasma. cc: células del cimulo o de la granulosa.
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Sin embargo, se observo que en ovocitos de calidad 2 y 3 madurados in vitro a
38.5C con hormonas y mantenidos a 24 y 44 horas hu bo una ligera expansién de las
células de la granulosa (27.3% y 20% respectivamente: p > 0.05). En los ovocitos de
calidad 2 se observé que las dos primeras capas de células de la granulosa mantuvieron
una morfologia y coloracién normal pero sin expansion, las siguientes capas de células de
la granulosa se observaron sin una morfologia normal, aparentando que estan células
estan vacias y solo quedan vestigios de ellas (Figura 21A). Lo mismo sucedié en los
ovocitos de calidad 3 (Figura 21B).

Figura 21: Complejo-ovocito-cimulo de A. jamaicensis madurados in vitro 24 Y 44 horas a 38.5C
con hormonas. A) Ovaocito calidad 2 (24 Horas). 20 X. B) Ovocito calidad 3 (44 Horas). 20 X. Barra
10 um. c: citoplasma. cc: células del cimulo o de la granulosa. cr: corona radiada. zp: zona
peldcida.

Observando los cortes semifinos pudimos corroborar lo que se observd en los
ovocitos en fresco. Las células de la granulosa o del cimulo estaban rotas, sin una forma
definida. La zona pelicida estaba intacta, el nucleo del ovocito presenté una forma
redonda y estaba situado en el centro del citoplasma del ovocito (Vesicula germinal:
Figura 22B y 22C); el citoplasma presentd un color homogéneo, sin embargo la forma del
ovocito no era redondeada (Figura 22B y 22C).
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Figura 22: Complejos-ovocito-cimulo en fresco y cortes semifinos de ovocitos de A. jamaicensis
tefiidos con azul de toloudina. Madurados in vitro durante 24 horas a 38.5C con hormonas. A)
Ovocito calidad 2. B) 40 X. B) 100 X. Barra 10 um. c: citoplasma. cc: células del cimulo o de la
granulosa. cr: corona radiada. n: nacleo.

También se maduraron in vitro ovocitos de calidad 4 a 24 y 44 horas a 37 con
hormonas. Estos ovocitos fueron aquellos que estaban desnudos de células de la
granulosa o que no presentaron capas de células de la granulosa. No hubo ninglin cambio
en la morfologia de los ovocitos de calidad 4. La zona pellcida permanecié intacta y el
citoplasma presenté una coloracion uniforme y homogénea (Figura 23A y 23B). Algunos
ovocitos tenian un gran espacio perivitelino pero no presenté el mismo tamafio en todo el

ovocito (Figura 23 C).

Figura 23: Ovocitos de calidad 4 de A. jamaicensis madurados in vitro 24 y 44 horas a 37 con
hormonas. Ay B) Ovocitos en fresco. A) 20 X y B) 40 X. C) Ovocito tefiido con azul de toloudina.
100 X. Barra 10 um. c: citoplasma. zp: zona pellcida. es: espacio perivitelino.
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Tabla 3: Porcentaje de Maduracion in vitro (MIV) de ovocitos del murciélago A. jamaicensis. A
diferentes temperaturas, tiempo de incubacidn y la adicion de hormonas al medio de maduracion.

No. Ovocitos  (No. ovocitos/ ovocitos con Porcentaje de
de ambos expansion de las células del = Maduraciodn in vitro
ovarios cumulo) (MIvV)
24 Horas
37 °C, Sin hormonas 10 (10/0) 0%
37°C, E,, FSHy LH 12 (11/12) 91.6 %
38.5 °C, Sin hormonas 12 (12 /0) 0%
38.5°C, E;, FSHy LH 11 (11/3) 27.30%
44 Horas
37 °C, Sin hormonas 10 (10/0) 0%
37°C, E, FSHy LH 10 (10/3) 30.0%
38.5°C, Sin hormonas 10 (10/0) 0%
38.5°C, E FSH, LH 10 (10/2) 20%

Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05).

8.5. FERTILIZACION IN VITRO EN EL MURCIELAGO FILOSTOMIDO A. jamaicensis

Ya que no existe informacion al respecto en murciélagos y en particular del
murciélago A. jamaicensis, decidimos hacer pruebas de fertilizacion in vitro para esta
especie. Para lo cual se emplearon dos medios de fertilizacion para establecer cual era el
mas indicado y el que proporcionara los factores necesarios durante la incubacion de los
espermatozoide y de los complejos-ovocitos-cumulo (COC).

Para los dos medios de fertilizacion estudiados se observd que los
espermatozoides comenzaron a cambiar de movimiento, el bateo del flagelo fue mas
pronunciado y la cabeza del espermatozoide se desplaz6 en linea casi recta, quizas
debido a que se estaban hiperactivando.

Después de 22 horas de la fertilizacién in vitro se observé que ambos medios de
fertilizaciéon habia una gran cantidad de espermatozoides vivos, que éstos aln
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presentaban un ligero movimiento en el flagelo, aunque no se desplazaban. También se
observaron grupos de espermatozoides aglutinados y unidos por la cabeza, mientras que

otros se encontraban unidos a las células del cimulo o de la granulosa (Figura 24B).

En ambos medios de fertilizacion, a las 0 horas se observé que los COC estaban
intactos, esto es, se mantuvieron con las células de la granulosa (Figura 24A). Al
transcurrir el tiempo de la fertilizacion in vitro se observé que los espermatozoides
comenzaron a dirigirse hacia las células del cumulo y a las 22 horas se observé la
dispersion de las células del camulo o de la granulosa. Lo anterior indic6 que los

espermatozoides tuvieron una actividad normal (Figura 24B).

En las pruebas realizadas con el medio HTF se observo que durante el tiempo de
incubacién de los COC y de los espermatozoides, las cabezas de los espermatozoides se
encontraron unidas a la zona pellcida de los ovocitos (Figura 25A y 25B). Sin embargo no

se observo la presencia de dos cuerpos polares o pronlcleos.

En lo que se refiere al ovocito, después de 22 horas de la inseminacién, present6
un citoplasma homogéneo y un color uniforme, la zona pellcida estaba intacta y con
poco espacio perivitelino (Figura 25A). Algunos ovocitos se observaron con un gran
espacio perivitelino que no presentaba la misma longitud entre el ovocito y la zona

pellcida (Figura 24B).
Cabe sefialar que durante el procedimiento para cambiarlos de medio de

maduracion a medio de fertilizacion, con el pipeteo a algunos ovocitos se les
desprendieron facilmente las células del cimulo o de la granulosa.
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Figura 24: Fertilizacion in vitro de complejos-ovocitos-cimulo y espermatozoides de A. jamaicensis
con medio TALP durante 22 horas a 37C. A) 0 horas. B) 22 horas. Ay B) 20 X. c: citoplasma. cc:
células del camulo o de la granulosa. La flecha los espermatozoides. Barra 10 um
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Figura 25: Fertilizacion in vitro de ovocitos y espermatozoides de A. jamaicensis con medio HTF
durante 22 horas a 37C. A) Ovocito y espermatozoides en fresco 20 X. B) Ovocito y
espermatozoides en corte semifino 100 X. La flecha indica los espermatozoides. Barra 10 pm.

Al utilizar medio TALP como medio de fertilizacion después de 22 horas de
incubacién de los espermatozoides y ovocitos se observé una gran cantidad de
espermatozoides rodeando al ovocito (Figura 26A). Algunos de ellos se encontraron
unidos a la zona pellcida (Figura 26A, 26B y 26C). Algunos espermatozoides formaron
grupos alrededor del ovocito muy cerca de la zona pellcida (Figura 26B y 26D). Los
ovocitos presentaron un citoplasma homogéneo de color uniforme, la zona pellcida
estaba intacta. El espacio perivitelino fue de gran tamafio y su arreglo no fue uniforme.

Al igual que los resultados obtenidos al utilizar medio HTF, con el medio TALP no

se observaron la presencia de dos cuerpos polares ni de pron(cleos.
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Figura 26: Fertilizacion in vitro de complejos-ovocitos-cimulo y espermatozoides de A. jamaicensis
con medio TALP durante 22 horas a 37C. Ay B) Ovocito y espermatozoides en fresco 20 X. B 'y
C) Ovocito y espermatozoides en corte semifino 100 X. La flecha indica los espermatozoides. *
indica la presencia de grupos de espermatozoides. Barra 10 pm.
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8.6. DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO IN VITRO EN EL MURCIELAGO
FILOSTOMIDO A. jamaicensis

Después de 22 horas de llevar a cabo la fertilizacion in vitro en los diferentes
medios de fertilizacion, los posibles cigotos fueron transferidos a medio de desarrollo in
vitro. Estos se mantuvieron durante 48 horas y posteriormente se revisaron las cajas de
cultivo; sin embargo no fue posible obtener embriones in vitro del murciélago filostémido
A. jamaicensis, ya que se observé que ningin COC presentd sefiales de divisién de los
blastomeros (Figura 27).

Figura 27: Desarrollo embrionario in vitro de A. jamaicensis durante un periodo de 48 horas en
medio de desarrollo. A) 20 X y B) corte semifino 100 X. No se observd division de los
blastémeros.
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IX. DISCUSION

CARACTERIZACION DE GAMETOS

En fauna silvestre es complicado obtener espermatozoides eyaculados de manera
natural. Los murciélagos A. jamaicensis y S. lilium por ser organismos pequefios y que
aun no se conocen métodos o técnicas para poder lograr que los organismos puedan
eyacular de manera natural (como para los animales domésticos) la coleccion de semen
se obtuvo directamente de la cola del epididimo, ya que una de las funciones principales
de este 6rgano es la de almacenar y madurar de espermatozoides para ser eyaculados
(Rodriguez et al. 2010).

Silva et al. (2004) mencionan que en las tecnologias de reproduccion asistida se
realiza la coleccion de semen del epididimo y que puede ser un método alternativo y
viable para obtener muestras de semen de animales incapaces de eyacular o de animales
gue recientemente han muerto. En nuestro caso fue una técnica en la que pudimos

obtener espermatozoides y hacer los analisis correspondientes.

Claramente existen diferencias considerables en la morfologia espermatica entre
A. jamaicensis y S. lilium, principalmente en la morfologia del acrosoma y de la cabeza.
Forman y Genoways (1979) mencionan que los murciélagos de la familia Phyllostomidae
el acrosoma es la estructura del espermatozoide que presenta mayor variabilidad dentro
de esta familia. Ademas, en el orden Chiroptera se ha encontrado la mayor diversidad en
el tamafo de los espermatozoides (Cummins y Woodall, 1985).

A. jamaicensis presenta un acrosoma relativamente pequefio y su segmento apical
se extiende poco mas de la punta del nlcleo, semejante a lo reportado en
espermatozoides del mono, el hombre, el cerdo y conejo. (Fawcett, 1970). Por otro lado,
S. lilium presenta un acrosoma mucho mas largo, claramente visible por microscopia de
luz. Sin embargo, la forma de la cabeza del espermatozoide de S. lilium puede ser

comparable con el de humanos y cerdos (Fawcett, 1970).
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En un estudio morfologico realizado por Forman y Genoways (1979) observaron
gue los espermatozoides de A. jamaicensis estan formados por una cola corta y la cabeza
es casi circular. Ellos no consideraron la longitud de la cola como un aspecto morfoldgico
importante para la caracterizaciéon de los espermatozoides en las diferentes especies de
murciélagos. Nuestros resultados difieren con lo reportado por Forman y Genoways
(1979) en cuanto a las dimensiones de cabeza y pieza media quizas debido a que ellos
realizaron las mediciones por medio de un micrémetro Unitron Filar de linea de campo
amplio unido a un microscopio éptico. Para nuestro estudio utilizamos un analizador de
imagenes. Sin embargo en cuanto a morfologia de la cabeza y pieza media de los

espermatozoides concuerda con lo reportado por dichos investigadores.

Los espermatozoide de A. jamaicensis y S. lilium fueron de gran longitud y
presentaron concentraciones espermaticas menores a los 10 millones de
espermatozoides. Esto quizas se deba a que los machos tienen que cruzar grandes
distancias para el encuentro con la hembra; o que la morfologia del tracto reproductor de
la hembra es diferente y podria ser que los espermatozoides sean largos para tener un
mayor bateo del flagelo y atravesar las diferentes estructuras. Otra razén puede ser que la
baja concentracién se deba a que estos organismos prefieran gastar energia en la
bldsqueda de alimento, y en el apareamiento que en la produccion de espermatozoides.

A. jamaicensis y S. lilium presentaron altos porcentajes de espermatozoides
morfolégicamente normales (62% al 70% respectivamente), esto significa que el
espermatozoide al presentar una apariencia normal puede realizar sus funciones para
realizar la fertilizacion del ovocito. Menkveld (2010) menciona que solo espermatozoides
con una apariencia morfolégicamente normal son aquellos que se encuentran unidos a la

zona peldcida.

El semen contiene cierta proporcion de espermatozoides morfolégicamente
anormales; los espermatozoides recuperados de la cola del epididimo en las especies de
estudio presentaron porcentajes del 13% de anormalidades constituidas principalmente
por defectos en la cabeza, parte media y flagelo, semejante a humanos (Lim et al. 1998;
Steele et al. 2000), toros (Freneau et al. 2010); roedores (Ding et al. 2010), cabras
(Suwanpugdee et al. 2009) musarafia (Parapanov et al. 2009) y oso negro (Brito et al.
2010). Se encontraré la presencia de gotas citoplasmaticas en la pieza media del

espermatozoide que van desde un 5 al 19%. Menkveld et al. (1991) indicaron que el
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porcentaje de espermatozoides de humano con gotas citoplasmaticas debe ser mayor al
30% para considerarse como un factor de riesgo en la fertilidad del varén. En el
murciélago Corynorhinus mexicanus, también se ha observado la presencia de gotas
citoplasmaticas (Cervantes et al. 2008). Sin embargo, no mencionan que porcentaje de
espermatozoides con gotas citoplasmaticas se observa en esta especie de murciélago. La
presencia de gotas citoplasmaticas se considera como la cuarta mayor anormalidad del
espermatozoide ademas de las anormalidades de la cabeza, cuello, pieza media y flagelo
(Menkeveld, 2010). La presencia de residuos o gotas citoplasmaticas esta asociada con la
inmadurez del espermatozoide, por lo tanto el epididimo no esta llevando a cabo su
funcién de maduracion del espermatozoide, generando la produccién de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y como consecuencia dafio al ADN.

La presencia de anormalidades espermaticas en el volumen recuperado del
epididimo puede ser un reflejo de lesiones o cambios degenerativos en los testiculos y/o
en los epididimos. Sin embargo, los porcentajes de anormalidades son diferentes para
cada especie y dependen de la salud del macho, la alimentacién, edad entre otros. Holy
(1983) menciona que en espermatozoides de bovino cuando se sobrepasa el limite del
50% de anormalidades, esto influye en forma negativa sobre la fertilidad, ya que el
espermatozoide no puede realizar sus funciones bioldgicas fundamentales solo cuando
esta cualitativamente y morfolégicamente bien constituido

S. lilium presenté porcentajes mayores al 50% de motilidad en comparacion con la
motilidad de los espermatozoides de A. jamaicensis, donde el porcentaje de motilidad
progresiva fue menor al 50%. Al hacer la suma de espermatozoides con motilidad
progresiva y no progresiva el porcentaje es mayor al 50%, considerando a ambas
especies con una motilidad aceptable. Eliasson (2010) menciona que si existe un
porcentaje inferior al 40% de espermatozoides moviles (Progresivos), se considera como
un factor importante en el pronéstico de la fertilidad en humanos. Para evaluar la matilidad
utilizamos como medio para observar cémo se desplazaba el espermatozoide solucion
salina fisiolégica a 37C que es la que comiUnmente se utiliza en bovinos, ovinos, cerdos,
caballos y en animales de fauna silvestre. Sin embargo el porcentaje de motilidad que
presento en A. jamaicensis (menor al 50%) nos permite plantearnos algunas preguntas:
¢,Cuales son los componentes de los fluidos en el tracto reproductor de la hembra que

podrian permitir al espermatozoide adquirir esa habilidad para desplazarse
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progresivamente y que sea en un numero mayor?, ¢El epididimo estara funcionando de
manera normal o los espermatozoides de esta especie requieren de otros compuestos o
sustancias en el epididimo para que sean motiles?.¢El espermatozoide de A. jamaicensis,
tiene componentes en la membrana plasmatica o en el flagelo que no permiten que se
desplace al utilizar solucién salina?. Habria que hacer mas estudios sobre temas
relacionados con la motilidad y no solo basarnos en el factor masculino, sino también
tomar en cuenta el factor femenino.

Una caracteristica interesante que presentan estas dos especies de murciélagos
filostémidos es la presencia de un flagelo insertado de manera lateral a la cabeza,
conocido como flagelo abaxial, con porcentajes que van del 9.9 al 12.8 %. Forman y
Genoways (1979) al describir morfolégicamente a los espermatozoides de estas especies
mencionan que otra caracteristica en general es que el cuello del espermatozoide se une
a la cabeza un poco fuera del centro. Sin embargo en nuestros resultados se observaron
espermatozoides con este tiempo de insercidn y con inserciones del cuello y del flagelo en
el centro de la cabeza. En murciélagos de la especie Anoura Geoffroyi que también
pertenece a la familia Phyllostomidae, la union del cuello del espermatozoide a la cabeza
esta ligeramente fuera del centro (Forman y Genoways, 1979; Ortega y Alarcon, 2008).

En especies de fauna silvestre como el oso negro (Brito et al. 2010) y roedores de
la subfamilia Nesomyinae (Ding et al. 2010), también se presenta esta particularidad. Sin
embargo, en especies de roedores caviomorfos, especialmente los de la especie
Tympanoctomys barrerae, todos los espermatozoides presentan flagelo abaxial. Se ha
descrito que esta condicion puede deberse a procesos evolutivos adaptativos de los
espermatozoides durante su paso por el tracto reproductor de la hembra (Gallardo et al.
2002).

Esta desalineacion entre la cabeza, la pieza media y el flagelo permite que no
haya una total conexion entre la cabeza y el flagelo, por ello, se observd presencia de
cabezas y flagelos aislados (Menkveld, 2010). Sin embargo en las especies de
murciélagos estudiadas, se observaron porcentajes menores al 10% de cabezas y
flagelos aislados, considerando que este tipo de flagelos tiene una fuerte unién hacia la
fosa de implantacion y al cuello del espermatozoide en A. jamaicensis y S. lilium esta
caracteristica puede deberse a que durante la espermiogenesis, los centriolos no

migraron hacia el lugar correcto por una falla en la polimerizacion de los microtibulos que
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conforman el citoesqueleto en el espermatozoide Este defecto en humanos tienen un
pronéstico desalentador, ya que dan lugar a que los prontcleos no se fusionen y los
zigotos no se dividan, y por lo tanto degeneraran (Menkveld, 2010). En algunas especies
de animales domésticos (toros y cerdos) este tipo de espermatozoides es considerado
como una anormalidad (De Alba, 1985; EImore y Romo, 1988) en contraste con el flagelo
abaxial reportado como una caracteristica normal en caballos (Bielanski, 1981) y en
borregos (Roberts, 1981).

Barth (1989) realiz6 estudios en toros para determinar la importancia del flagelo
abaxial sobre la fertilidad. Los toros produjeron porcentajes del 0 al 80% de
espermatozoides con dicho defecto, posteriormente utilizé vacas, las cuales fueron
inseminadas artificialmente. El concluye que los espermatozoides con flagelo abaxial

fertilizan évulos y no estan asociados con un aumento en la muerte embrionaria.

Aughey y Renton (1968) atribuyen la esterilidad de toros por presentar un
porcentaje del 17.8% de espermatozoides con este tipo de flagelo. Sin embargo, en fauna
silvestre no existen trabajos relacionados con este tipo de defecto espermatico; por lo que
es necesario realizar mas estudios sobre moatilidad, funcionalidad y la capacidad de

fertilizar al ovocito para poderlo catalogar como un espermatozoide normal o anormal.

En analisis espermatico realizado en murciélagos A. jamaicensis y S. lilium en el
presente trabajo nos permite hacer un pronoéstico de la fertilidad y nos puede indicar el
curso del tratamiento o de la técnica de reproduccién asistida que podemos emplear para
lograr la fertilizacion y como resultado que la hembra pueda quedar gestante y que el
embrién llegue a término.

Con respecto a los gametos femeninos, no existen trabajos relacionados con la
morfologia y clasificacion de los complejos ovocitos cimulos (COC) de los murciélagos A.
jamaicensis y S. lilium. En este estudio, los ovocitos fueron evaluados de acuerdo a la
clasificacion de De Loos et al. (1989) en base a su morfologia, aspecto del citoplasma y

células del ciimulo.

En nuestro trabajo nos basamos en la clasificacion de De Loos et al. (1989) como
una herramienta que nos pudiera ayudar en el estudio de los ovocitos de murciélagos.

Aunque esta clasificacion se basa en bovinos, fue de mucha utilidad para el evaluar la
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morfologia de los ovocitos de estas especies de murciélagos. Sin embargo, a esta
clasificacion habria que afadir otros aspectos: Como la morfologia, color y grosor de las

células de la granulosa y de la zona pellcida.

La técnica empleada para evaluar a los ovocitos es una técnica no invasiva que
puede realizarse sin causar ningun dafio a los ovocitos para que posteriormente sean
utilizados en procedimientos de ART y mejorar los porcentajes de maduracion y
fertilizacion in vitro y dar como resultado un embrion de buena calidad y al ser transferido
a una hembra este pueda ser capaz de llegar a término. Sin embargo, Katska-
Ksiazkiewicz et al. (2007) mencionan que la evaluaciéon visual de los ovocitos no es
suficiente para que puedan ser competentes y desarrollarse hasta el estadio de blastocito.
También existen otros factores que pueden afectar la calidad de los ovocitos como por
ejemplo, la edad de la hembra, la alimentacion y el nivel hormonal. De Loos et al. (1989)
menciona que los ovocitos de bovino de categorias 1-3 presentaron buenos porcentajes
de maduracion in vitro y que los ovocitos con morfologia de categoria 4 presentaron una
disminucion en su capacidad de madurar in Vitro.

Blondin y Sirard (1995) mencionan que los ovocitos con un cumulo compacto y
completo (categorias 1y 2) parecen ser originados de foliculos saludables o de foliculos
gue comienzan a presentar signos de atresia, pero al cultivar estos ovocitos in vitro
permiten el desarrollo del embrién hasta blastocisto. Los ovocitos de categoria 3 pudieron
desarrollar embriones hasta de 16 células. Sin embargo los ovocitos de categoria 4 que
presentaron un cimulo incompleto no desarrollaron ningdn embrién después de 5 dias de
cultivo. Ellos mencionan que los ovocitos de categoria 3 estan sujetos a un largo periodo
dentro del foliculo y que por lo tanto estdn mas diferenciados en un nivel citoplasmatico

gue los ovocitos de categoria 4.

Madison et al. (1992) concluyen que los ovocitos de bovino con un cumulo
compacto y con varias células del cumulo rodeando al ovocito desarrollaron mas
embriones que ovocitos con un cumulo incompleto. Sin embargo Asada et al. (2000)
reporto que la presencia de las células del camulo en ballenas de la especie Balaenoptera

acutorostrata no tiene efecto sobre la tasa de maduracion de los ovocitos.
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Los resultados de estos autores muestran que la presencia de varias capas de
células del cimulo en COC antes de ser madurados in vitro permite completar la meiosis
y la maduracion del citoplasma. Mejorar las tasas de fertilizaciébn promoviendo la
induccién de la capacitacion y facilitan la interaccion entre el espermatozoide capacitado y
la zona pelicida (Goud et al. 1998). Por lo tanto, la clasificaciébn morfolégica de los
ovocitos inmaduros en especies ovinas, bovinas y porcinas puede ser un criterio de
seleccién adecuada en cuanto a su capacidad de desarrollo del embrién.

Uno de los factores mas importantes que afectan la competencia y el desarrollo
embrionario temprano es la calidad del citoplasma. Se ha sugerido que la red de uniones
ovocito-cimulo es la responsable de la maduracién citoplasmica (Tanghe et al. 2002;
Dadashpour et al. 2012). Las células del cimulo y el citoplasma del ovocito se encuentran
muy relacionados ya que puede transferir cantidades pequefias de moléculas reguladoras
transcripcionales o de sefiales, que se transmiten desde las células del cimulo a los
ovocitos y por lo tanto la produccion de mas proteinas que son responsables de la
maduracion citoplasmatica (Wood y Wildt, 1997; Warriach y Chohan, 2004).

Aunque esta clasificacion se basa principalmente en la evaluacién de ovocitos de
bovinos; podria emplearse como una técnica rutinaria para la evaluacion de ovocitos de
murciélago y de otras especies de animales silvestres que puedan ayudar a predecir la

salud de la hembra y el éxito en la fertilizacién tanto in vivo como in vitro.

En A. jamaicensis y S. lilium al puncionar los foliculos tanto el ovario derecho como
el izquierdo y recuperar los ovaocitos, se obtuvieron un mayor nimero de ovocitos en el
ovario derecho que del ovario izquierdo desde calidad 1 hasta calidad 4 propuestas por
De Loos et al. (1989). Falconer et al. (1961) reporté las diferencias en el nimero de
ovocitos almacenados en los dos ovarios de ratén durante un estro natural y después de
superovular. Mostrando que el lado derecho tiende a ser reproductivamente superior que

el izquierdo.

Podriamos pensar que ambos ovarios en estos murciélagos son funcionales, no
importa el nimero de ovocitos ni la calidad. Ya que al comparar los ovocitos de excelente
y buena calidad de ambos ovarios, estos se observan muy semejantes lo que podria
indicar que ambos ovarios estan produciendo ovocitos que en algiin momento en la vida
reproductiva de la hembra llegaran a ovular. Sin embargo la diferencia radica en que el
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ovario derecho es de mayor tamafio que el izquierdo. Semejante a lo reportado en
murciélagos (Antonio-Rubio et al. 2012; Rasweiler, 1988), bovinos (Lopez-Gatius, 1997),
ratén (Kelly, 1971) y hamster (O y Chow, 1987).

Al realizar la diseccién de los ovarios se observé que el ovario derecho presenté
mas vascularidad (estd mas irrigado) que el ovario izquierdo. Esto es semejante a lo
reportado por Rasweiler (1988). El menciona que en murciélagos de la especie Molossus
ater (murciélagos negros), el ovario derecho fue significativamente mas largo que el
izquierdo y el ovario izquierdo usualmente tiene mucho menos vascularidad intraovarica,
sugiriendo que podria existir un control central que limita la habilidad de los foliculos para

crecer en el ovario izquierdo.

Esta mayor vascularidad en el ovario derecho puede influenciar que haya una
mayor concentracion de gonadotropinas y de hormonas esteroideas (estrégenos y/o
progesterona) que podrian ser un agente estimulatorio para la proliferacién del foliculo
permitiendo que haya una mayor superficie para la formacién de receptores para estas
hormonas y esto podria influir en la maduracién tanto citoplasmatica como nuclear del
ovocito permitiendo que sean de buena calidad o hasta de mala calidad. Krutzch vy
Crichton (1985) especulan que la funcion asimétrica puede ser atribuible a las diferencias

en el contenido de receptores de gonadotropinas entre los dos ovarios.

Antonio-Rubio et al. (2012) mencionan que en A. jamaicensis y S. lilium, se
observé que el cuerpo luteo fue encontrado tanto en el ovario derecho como en el ovario

izquierdo, sugiriendo que ambos ovarios son funcionales y llevan a cabo la ovulacion.

Wimsatt (1979) menciona que en murciélagos existe una fuerte asimetria ovarica,
ya sea que el ovario derecho sea el dominante o el ovario izquierdo. En la familia
Phyllostomidae existe el “patrén filostébmido” donde existe una fuerte tendencia a que las
ovulaciones sean alternadas entre el ovario derecho y el izquierdo en un ciclo estral o
menstrual. Raswieler y Badwaik (2000) indican la probable existencia de un mecanismo

local donde el ovario activo directamente influencia la funcionalidad del ovario izquierdo.

En animales domésticos, principalmente en bovinos, mencionan que existe una
hormona que es secretada por el foliculo dominante, el cual no permite que otros foliculos
de ese ovario pudieran llegar a ser dominantes y que también esta influenciando a los

foliculos del ovario opuesto y por lo tanto sufririan atresia, esta hormona es la Inhibina que
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es secretada por las células de la granulosa en el foliculo ovarico en mamiferos. Se ha
visto que altos niveles de esta proteina durante la fase folicular y durante la ovulacion
inhibe la secrecién de la hormona FSH mandando una sefial quimica que permite la
disminucion en el numero y competencia de foliculos en crecimiento durante la etapa final
de la ovogénesis (Palta et al. 1997; Phillips, 2005; Kandiel et al. 2008)

Habria que realizar mas estudios en estas especies de murciélagos sobre la
funcionalidad de los ovocitos (viabilidad, maduracion y fertilizacion in vitro) que nos

permitan predecir si ambos ovarios son funcionales.

CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL

Considerando que solamente espermatozoides capacitados pueden ser inducidos
y llevar a cabo la reaccion acrosomal, los resultados del presente estudio indican que,
bajo estas condiciones de incubacién in vitro, la capacitacion del espermatozoide del
murciélago A. jamaicensis puede llevarse a cabo entre 6 y 8 horas. Ya que se observo
gue hay un incremento entre el 30 y 40% de espermatozoides capacitados y se presenta
un porcentaje de entre el 40 y 50% de espermatozoides con reaccién acrosomal. El
tiempo requerido para la capacitacién varia en todas las especies, desde 1 a 2 horas en el
raton (Fraser, 1977), 5 a 7 horas en ratas (Niwa y Chang, 1974), 4 horas en el humano
(Patrat et al. 2000) de 5 a 6 horas en conejo (Rosado et al. 1974) y en el mono ardilla
(Gould et al. 1973), 24 horas en zarigueyas y walabi (Mate y Rodger, 1991), 8 a 12 horas
en el cuyo (Yanagimachi, 1972) en cerdos, toros, perros y en chinchillas es de 4 a 5
horas (Cheng et al. 1986; Parrish et al. 1988; Brewis et al. 2001; Ponzio et al. 2007), 90
minutos en el murciélago Pteropus poliocephalus (Cummins et al. 1988) y 6 horas en el
murciélago Corynorhinus mexicanus (Cervantes et al. 2008).

En muchas especies se ha documentado que los espermatozoides incubados in
vitro pueden capacitarse y llevar a cabo la reaccién acrosomal. En el presente estudio los
porcentajes de espermatozoides capacitados y con reaccidon acrosomal aumentaron
conforme el tiempo de incubacion fue progresando. Se obtuvieron valores entre el 40 y
50%, semejantes a lo reportado en roedores como el hamster y en cuyos (Ponzio et al.
2007).
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Durante la capacitacion y reaccion acrosomal hay cambios en la organizacién de la
membrana plasmatica en cuanto a la proporcion y distribucion de lipidos, fosfolipidos,

proteinas y colesterol, lo cual juega un rol clave durante este mecanismo (Croos, 1988).

Gadella et al. (2001) sugieren que la tasa de capacitacién depende de la tasa de
pérdida del colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide. Esto es,
espermatozoides con alto contenido de colesterol necesitan mas tiempo para llevar a
cabo la capacitacion (por ejemplo: humanos, bovinos y carneros). Se ha observado en
humanos, que el contenido elevado de colesterol puede contribuir a la infertilidad (Cross,
1998). En espermatozoides con bajas concentraciones de colesterol (por ejemplo:
caballos y cerdos) parece ser que el espermatozoide se capacita mucho mas rapido
(Gadella et al. 2001).

En nuestros resultados al capacitar y llevar a cabo la reacciéon acrosomal en
espermatozoides de A. jamaicensis no obtuvimos un porcentaje mayor al 50% de
espermatozoides capacitados y con reaccién acrosomal, lo que puede deberse a que la

membrana plasmatica podria presentar altas concentraciones de colesterol.

Crichton et al. (1993) mencionan que la membrana plasmatica podria ser una
posible fuente de diferencias entre el espermatozoide de murciélago y la de otros
mamiferos. Ellos mencionan que los espermatozoides de murciélagos que hibernan
(Myotis velifer) presentan una mayor resistencia a agentes y a cambios de temperatura
gue pueden desestabilizar la membrana plasmatica. Ellos mencionan que la resistencia
del espermatozoide a capacitarse y llevar a cabo la reaccién acrosomal en temporadas no
aptas para la reproduccion, se debe a que la morfologia y componentes de la membrana

plasmatica son diferentes.

Mate y Rodger (1991) han notado una similar estabilidad del acrosoma de los
espermatozoides de algunas especies de marsupiales que también resisten los esfuerzos

para inducir la reaccion acrosomal.

En murciélagos no existen trabajos relacionados con estos temas. En A.
jamaicensis podemos mencionar que la membrana plasmatica de la cabeza tiene un
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arreglo diferente a la de la mayoria de los mamiferos ya que se encuentra separada de la
membrana acrosomal externa (Alvarez-Guerrero et al. 2014). Debido, quizas, a que la
proporcion de proteinas, de colesterol y fosfolipidos es diferente a la de otros mamiferos.
Ademas esta forma de estar separada de la membrana acrosomal externa quizas ayuda a
que el espermatozoide tarde mas tiempo en capacitarse o que puede ser una cualidad
que le ha funcionado al pasar de los afos para que los espermatozoides sean mas
resistentes.

El espermatozoide de esta especie de murciélago, quizas dependa en mayor
medida a las fluctuaciones en las concentraciones de factores decapacitantes como la
albimina y el bicarbonato de sodio que estan presentes en el tracto reproductor de la
hembra durante el estro y también del tiempo en que el espermatozoide se encuentre
interactuando con el oviducto, particularmente la porcién del istmo ya que son un depésito
especializado que alberga la poblacion seleccionada de esperma destinado a proceder al
sitio de la fertilizacién. En este sitio se sintetizan proteinas y lipidos que pueden ayudar en
el proceso de capacitacion y reaccién acrosomal permitiendo que el espermatozoide

pueda penetrar al ovocito (Crichton, 2000).

Nuestros resultados demuestran que los espermatozoides de A. jamaicensis bajo
estas condiciones de incubacion in vitro, se pudieron capacitar y llevar a cabo la reaccién
acrosomal. Crichton (1993) menciona que la capacitacién, la reaccién acrosomal y la
penetracion del ovocito in vitro podrian requerir componentes en el medio que ain no han
sido identificados. Sin embargo, en los Ultimos 10 afios se han modificado los medios de
cultivo. Ahora se sabe cuales son las sustancias que pueden provocar que la membrana
plasmatica se desestabilice y por consiguiente haya un flujo de calcio hacia el interior de
la cabeza del espermatozoide, reorganizacion de las proteinas de membrana y de un flujo

de colesterol, permitiendo que se lleve a cabo la reaccién acrosomal.

Debido a que no existe informaciéon alguna sobre la capacitacion y reaccion
acrosomal en murciélagos que habitan y se reproducen en climas tropicales; en esta
investigacion se utilizaron dos temperaturas. Una temperatura de 32 ya que Lambert
(1981) menciona que los espermatozoides de murciélagos que hibernan (Myotis lucifugus
lucifugus) que fueron mantenidos a esta temperatura se activaron resultando en buenas
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tasas de fertilizacion en ovocitos de hamster sin zona pelicida. Sabemos que el
murciélago A. jamaicensis presenta una caracteristica que se le conoce como torpor, no
hiberna, pero si baja su metabolismo solo poco tiempo (hasta dos semanas) y en lo que
llega a su temperatura corporal podria ser que los espermatozoides a esta temperatura
presenten cierta motilidad y podrian prepararse para capacitarse.

La otra temperatura de estudio fue a 37C que es | a temperatura corporal de los
machos de esta especie. Yudin et al. (1988) mencionan que obtuvo espermatozoides de
humano capacitados incubados durante toda la noche a esta temperatura y que
disminuyo el tiempo de capacitacién resultando en altos porcentaje de espermatozoides

moviles.

En nuestros cultivos a 37C y 32 con y sin proge sterona a las 8 horas los
espermatozoides aln se movian, pero se desplazaban muy lento y vibraban de un lado
hacia otro. Lo que puede estar sucediendo es que los espermatozoides de A. jamaicensis
no dependen de la temperatura para poderse capacitar o llevar a cabo la reaccion
acrosomal pero que someter a los espermatozoides por largos periodos en estas
temperaturas puede que se esté afectando la motilidad del espermatozoide. Sin embargo,
aunque no existen trabajos sobre el movimiento del espermatozoide en estos murciélagos
no sabemos si este tipo de movimiento y forma de desplazamiento sea caracteristico de

espermatozoides hiperactivados.

Lambert (1981) menciona que espermatozoides incubados a temperaturas entre
42T y 55T presentaron buenas tasas de motilidad a | comienzo de la incubacion. Sin
embargo la motilidad y su desplazamiento hacia delante disminuyeron drasticamente
como la incubaciéon contindo y los ovocitos de hamster sin zona pelicida no fueron
penetrados. Esto sugiere que estas temperaturas inactivan a los espermatozoides antes
de que la penetracion tome lugar. Esto también se observé con los espermatozoides de A.
jamaicensis a 37C donde su movimiento fue disminuyendo confor me pasaban las horas
de incubacion. Sin embargo a 32T mantuvieron su mo vimiento durante las primeras 6
horas de incubacion y no se observd que presentaran un cambio en la moatilidad
observada en otros mamiferos donde el movimiento de los espermatozoides es en

circulos, con gran amplitud en el bateo del flagelo y avanzan mas rapido.
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En murciélagos que hibernan, la capacitacion, la viabilidad y la motilidad dependen
de la temperatura, las hembras conforme van saliendo de la hibernacién en primavera van
aumentando su temperatura corporal, lo que permite que el espermatozoide empiece a
activar ciertos mecanismos y prepararse para que logre capacitarse y llevar a cabo la
reaccion acrosomal. Esto es muy diferente en murciélagos que no hibernan como en la
especie A. jamicensis ya que es un organismo que habita climas tropicales y pensamos

gue no depende de la temperatura para la capacitacion de sus espermatozoides.

En cuanto a los porcentajes de viabilidad para todos los tratamientos, estos fueron
disminuyendo conforme pasaron las horas de incubacion. Sin embargo, a las 8 horas de
incubacién para todos los tratamientos hubo un porcentaje de 75% de espermatozoides
viables.

Esto podria sugerir que la integridad de la membrana puede ser afectada durante
el tiempo en el que fueron sometidos a los espermatozoides a incubacién y no tanto por la
temperatura o la progesterona. Estos porcentajes de viabilidad pueden deberse a que en
el epididimo existen subpoblaciones de espermatozoides que han sido almacenados
durante cierto tiempo. Por otra parte también es probable que a las 8 h las células
empezaran a agotar los nutrientes del medio de incubacion o se produjeron altos niveles
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que podrian interferir con la capacitacién de los

espermatozoides y con la reaccién acrosomal.

La concentracion de progesterona utilizada en nuestros experimentos para
estimular la capacitacion y la reaccion acrosomal en espermatozoides de murciélago de
A. jamaicensis fue de 4 uM similar a la concentracién que se encuentra presente en las

células del cimulo en humanos (Osman et al. 1989).

La progesterona a esta concentracién estimuld la capacitacion y la reaccion
acrosomal en los espermatozoides de esta especie de murciélago. Sin embargo los
porcentajes de espermatozoides con reaccién acrosomal no fueron mayores al 50%.
Quizas sea necesario aumentar la concentracién de progesterona como se ha observado
en chinchillas en las que utilizaron una concentracién de progesterona de 20 uM (Ponzio

et al. 2007). Sin embargo, en bovinos y en humanos al aumentar la concentracion de
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progesterona disminuyeron los porcentajes de viabilidad, ya que se ha observado que hay
un efecto ligeramente toxico de la progesterona sobre los espermatozoides (Therién y
Manjunath, 2003; Osman et al. 1989).

Con los resultados obtenidos en esta investigacién en relacién al efecto de la
progesterona nos surge una pregunta; En la membrana plasmatica del espermatozoide de

murciélago de A. jamaicensis se presentan receptores para este esteroide?.

Los investigadores han demostrado la existencia de sitios de unién para la
progesterona en la membrana plasmatica del espermatozoide de mamiferos de humanos,
cerdos y cabras (Luconi et al. 2004, Somanath y Gandhi, 2002; Losel et al. 2004; Wu et al.
2006). La progesterona ha demostrado que estimula el flujo de calcio hacia el interior de
la membrana plasmatica, la transduccién de sefales a través de proteinas tirosinas y
sinasas, incremento del AMP ciclico, resultado en la activacion del espermatozoide a
través de la induccién de la capacitacion, hiperactividad y reaccién acrosomal (Travert et
al. 2009). Sera este mismo mecanismo por el cual el espermatozoide de murciélago se

capacite y lleve a cabo la reaccién acrosomal?.

Conforme pasaron las horas de incubacion se observé que cambiaba la morfologia
de los espermatozoides, esto es que el flagelo se enrollaba presentando dos patrones uno
de ellos fue en la pieza final del flagelo y el otro patrén fue el enrollamiento del flagelo
procediendo hacia la pieza media. Existen referencias en otras especies que presentan
varios tipos de enrollamiento del flagelo en ganado (Correa y Zavos, 1994; Revell y
Mrode, 1994), cerdos (Vazquez et al. 1997; Zou y Yang, 2000), caballos (Neild et al.
1999), humanos (Jeyendran et al. 1984) y cabras (Fonseca et al. 2005).

Sin embargo estos diferentes arreglos del flagelo que fueron observados en otras
especies se debieron a que el medio en el que fueron colocados los espermatozoides era
hipoosmético. Estos autores utilizaron la prueba HOST (Hipoosmotic swelling test) para
determinar la integridad de la membrana plasmatica del flagelo. El resultado de esta
prueba es el enrollamiento del flagelo que puede ser facilmente observable bajo un

microscopio de contraste de fases.
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El medio que utilizamos para evaluar la capacitacion y reaccion acrosomal en los
espermatozoides de murciélago de A. jamaicensis fue el medio TALP el cual presenta una
osmolaridad aproximada de 270 mOsmol. Al igual que en el espermatozoide de A.
jamaicensis, Jeyendran et al. (1984), Mahi y Yanagimachi (1973) mencionan que el
espermatozoide de humano presentd enrollamiento en la parte final del flagelo a 300
mOsmol, que es aproximadamente la osmolaridad usada en los medios de fertilizacién in

vitro.

Sin embargo, en nuestros resultados y en las microfotografias obtenidas sobre los
cambios en la morfologia del espermatozoide. Podriamos pensar en dos teorias: Una de
ellas es que los espermatozoides de murciélago de A. jamaicensis son susceptibles a los
cambios en la osmolaridad del medio de cultivo y la otra teoria es que el espermatozoide
esté hiperactivado. Ya que esta forma del espermatozoide se ha observado en animales
domeésticos, lo que nos lleva a sugerir que son espermatozoides hiperactivados. Habria

gue hacer una prueba HOST y comparar los resultados.

MADURACION IN VITRO

La maduraciéon ovocitaria es un fendbmeno complejo durante el cual el ovocito
progresa desde el estadio de diploteno hasta el de metafase Il. El ovocito completa la
meiosis en respuesta al pico ovulatorios de LH (Peng et al. 1991), o bien cuando es
retirado del foliculo. Para llevar a cabo la MIV es necesario un periodo en el que el ovocito
completa su maduraciéon nuclear (Sirard et al. 2001), es decir, alcanza el estadio de
metafase Il, en el que permanece hasta el momento en que es fertilizado, que es cuando
completa la meiosis y se forman los prondcleos. Ademas de la maduracién nuclear,
también necesita una maduracion citoplasmatica, que prepara al ovocito para soportar la
fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (maduracién citoplasmatica). Aunque el
ovocito haya alcanzado el estadio de metafase Il, la maduracién nuclear no garantiza el

consecuente desarrollo embrionario (Sirard, 2001; Yang et al. 1998).

Una vez seleccionados los ovocitos, se colocan en el medio de maduracion, un
medio que tendra que cumplir con ciertas expectativas para que dicha maduracion se

lleve a cabo de forma correcta, simulando las condiciones que el ovocito encontraria in
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vivo (Pawshe et al. 1996). Sin embargo al no existir estudios relacionados con técnicas de
reproduccion asistida como lo es la maduracién in vitro en murciélagos y particularmente
en la especie A. jamaicensis, fue necesario utilizar algunos principios de los protocolos
realizados en animales domésticos.

En nuestra investigacion utilizamos una atmésfera del 5% CO,y 95% de aire para
la maduracion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario in vitro, que corresponde a una
concentracion aproximada del 20% de oxigeno. La concentracion de oxigeno en el
oviducto y en el Gtero en monos, hamster y conejos es mas baja que en el aire con una
concentracion que va del 2% al 8% de oxigeno cuando los gametos estan presentes
(Fischer y Bavister, 1993; Kea et al. 2007).

Aunque las condiciones durante el cultivo de ovocitos y embriones in vitro son
diferentes a los que se realizan en condiciones naturales, uno de los factores criticos es la
concentracion de oxigeno en que los ovocitos y embriones son cultivados (Karja et al.
2004). En reciente investigaciones, se ha observado que bajo condiciones de cultivo in
vitro con una concentracion de oxigeno del 20% soporta exitosamente la maduracion in
vitro en ovocitos de ratén (Umaoka et al. 1992), de hamster (McKiernan y Bavister, 1992),
de ovino (Thompson et al. 1992), de bovino (Van Soom et al. 2002) y de cerdos (Park et
al. 2005). Sin embargo, Karja et al. (2004) menciona que los ovocitos cultivados a una
concentracion de 20% o mayor de oxigeno puede ejercer efectos perjudiciales

probablemente por la formacién de radicales libres.

Aunqgue existen datos controversiales sobre qué concentracion de oxigeno es la
mas adecuada para que los ovocitos de diferentes especies puedan soportar y madurar in
vitro, en nuestro trabajo al utilizar esta atmdsfera de gases con una concentracién del
20% oxigeno, los ovocitos del murciélago de A. jamaicensis soportaron adecuadamente la
maduracion in vitro, ya que se observé expansion de las células de la granulosa. Sin
embargo para estar totalmente seguros seria necesario e interesante realizar estudios con

diferentes mezclas de gases.

Se utilizaron dos tiempos de incubacién (24 y 44 horas) para observar la

expansion de las células de la granulosa y la extrusién del primer cuerpo polar, indicando
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que el ovocito ha alcanzado la etapa de Metafase Il. En ambos tiempos de incubacion se
observaron ovocitos con células de la granulosa expandidas. Sin embargo el porcentaje
de ovocitos con expansién de las células de la granulosa fue mayor en los ovocitos que
permanecieron 24 horas en cultivo y presentaron una apariencia considerada como
normal, semejante a la de otras especies.

Son et al. (2005) demostraron que los ovocitos de humanos que presentaron un
cumulo compacto y un nicleo en vesicula germinal y que aquellos que fueron madurados
durante 24 horas fueron mas competentes que aquellos en los cuales permanecieron
durante mas tiempo en cultivo. Sin embargo, Suikkari et al. (2007) sefialan que una vez
gue los ovocitos de humano se desprenden de su ambiente folicular, alcanzan la
metafase | en aproximadamente 28 a 35 horas y la extrusion del primer cuerpo polar entre
36 y 44 horas en cultivo. En la presente investigacion solo se observé extrusion del primer
cuerpo polar en ovocitos cultivados a 24 horas a 37C y el medio suplementado con

hormonas.

Schramm y Bavister (1999) mencionan que el porcentaje de ovocitos de humanos
y primates que presentaron una maduracion nuclear en procedimientos de maduracion in
vitro por 24 horas fue mayor que en ovocitos madurados in vivo por 24 horas. Sin
embargo Nottola et al. (2001) mencionan que el 80% de los ovocitos humanos presentan
una asincronia significativa en el tiempo de maduracién in vitro, ya que cierto nimero de
ovocitos a las 24 horas ya estan en Metafase Il, pero otros ovocitos necesitan mas tiempo
para madurar. Si estos ovocitos son inseminados a las 48 horas, algunos ya han estado
en Metafase Il durante 20 o 30 horas, o que compromete su potencial de desarrollo
después de la fertilizacion.

Para garantizar que los ovocitos madurados no permanezcan en metafase Il por
un periodo prolongado, Smith et al. (2000) evaluaron los efectos en la reduccién del
tiempo de la maduracion in vitro de los ovocitos de humano de 36 a 24 horas. No hubo
diferencias significativas en las tasas de maduracion y de fertilizacion cuando los ovocitos
se maduraron durante 24 horas en comparacién con 36 h.
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Al trabajar con una especie de fauna silvestre como lo es la del murciélago A.
jamaicensis y en la que no existe reportes relacionados con la maduracién in vitro, no
puede ser posible comparar el tiempo de maduracién con otras especies, debido a las
variaciones que existen en las condiciones de cultivo, en los criterios de valoracion que
tiene cada autor y por Ultimo a que son especies poco estudiadas. El tiempo de
maduracion depende de cada especie y no puede ser estrictamente controlado ya que los
ovocitos alcanzan la Metafase Il en diferentes momentos, ya que se ha observado que
para ovinos y bovinos es de 22 a 24 horas (Wynn et al. 1998) y en cerdos es de 44 horas
(Barnes et al. 1996).

Aungue numerosos datos se han recopilado en ensayos con animales, la eleccion
de un medio especifico para la maduracién in vitro de ovocitos parece deberse en gran
parte a la adaptacion de los métodos desarrollados para el cultivo de otros tipos de
células. Medios de cultivo complejos, como el medio de cultivo de tejidos 199 (TCM-199),
suplementado con diversos sueros, gonadotropinas (FSH y LH) y Estradiol, han sido los
mas ampliamente utilizados en la investigacion o en las aplicaciones clinicas para la

maduracion in vitro de ovocitos (Trounson et al. 1998; Mikkelsen, 2005).

El medio de maduracion empleado en esta investigacion fue el medio TCM-199 ya
gue en animales domésticos y de fauna silvestre es el medio mas utilizado para llevar a
cabo la maduracion in vitro con una tasa de maduracion in vitro del 68% al 75% (lwata et
al. 2004; Liu et al. 2008; Li et al. 2009). Al cultivar ovocitos de murciélago de A.
jamaicensis el porcentaje de maduracién in vitro fue de entre el 30% al 91% cuando el
medio de cultivo fue suplementado con hormonas. El medio que no fue suplementado con
hormonas hubo un porcentaje de 0% de maduracion. Estudios realizados por Barnett y
Bavister (1996) y Krisher et al. (1999) demostraron que el medio de cultivo puede afectar

el metabolismo de los ovocitos de humano y de bovino durante la maduracion in vitro.

Las gonadotropinas (FSH y LH) juegan un papel importante en el desarrollo y en la
funcién de los foliculos pre-antrales, antrales y preovulatorios in vivo. Sin embargo, es
importante determinar si estas gonadotropinas podrian desempefiar el mismo papel en
maduracion de ovocitos in vitro en la especie A. jamaicensis.
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Actualmente la mayoria de los protocolos de maduracion in vitro suplementan con
FHS o LH o una combinacion en el medio de cultivo. Sin embargo, el efecto de las
gonadotropinas y su importancia para la maduracién de los ovocitos, la fertilizacion y el

desarrollo temprano es aln controversial.

En nuestra investigacion, se obtuvieron ovocitos con expansion de las células de la
granulosa solo cuando el medio de cultivo fue suplementado con hormonas. En humanos,
bovinos y roedores, al suplementar el medio de cultivo con hormonas aumento el nimero
de ovocitos que alcanzaron la metafase Il (Galli y Moor, 1991; Hiller, 1994; Downs et al.
1987; Phillips y Dekel, 1991).

Moor y Trounson (1977) demostraron que la combinacion de Estrogenos y FSH
fue util en la maduracion de ovocitos ovinos in vitro. Los ovocitos de ovejas que
alcanzaron la etapa de metafase Il resultaron ser mas viable que los que no fueron
suplementadas con gonadotropina en el medio de cultivo (Galli y Moor, 1991; Ladda et al.
1997).

La FHS es importante para el desarrollo de foliculos preovulatorios in vivo
(Macklon y Fauser, 2000) y para la induccion de los receptores de LH (Gougeon, 1996).
Los estudios en humanos mencionan que la adicién de gonadotropinas al medio de cultivo
aumento los porcentajes de maduracion (Alak et al 1996; Durenzi et al 1997). La LH
permite una mayor expresion de ARNm para que la maduracion de los ovocitos sea mas
eficiente y dar lugar a mayores tasas de maduracién in vitro (Yang et al. 2005; Jurema y
Nogueira, 2006).

Las gonadotropinas estimulan la generacion de una serie de factores positivos que
actlian en el ovocito para inducir el rompimiento de la vesicula germinal (Downs, 1993).
Por lo tanto, la actividad de proteina quinasa dependiente de AMPc regulada por células
del cimulo puede jugar un papel en el complejo mecanismo de la condensacion de la
cromatina que conduce a la reanudacién meidtica en ovocitos bovinos (Tatemoto y
Terada, 1998).
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Al igual que en bovinos, humanos y roedores, lo que pudo suceder en murciélagos
es que las células de la granulosa tienen suficientes receptores de FSH y LH para
trasmitir una seflal que induce la maduracién de los ovocitos, o que al interrumpir o
disminuir las uniones que existen entre las células del cimulo y del ovocito se pueda
reanudar la meiosis. Al no afiadir hormonas al medio de cultivo no se pudo estimular la
reanudacion meiotica.

La completa maduracion del ovocito implica no sélo la adquisicién de competencia
meidtica, sino también la maduracion citoplasmatica (Motlik y Fulka, 1986). La maduracion
del ovocito depende en gran parte de la presencia de las células del cimulo que lo
rodean, las cuales llevan a cabo funciones nutritivas y reguladoras (Sutovsky et al. 1993;
Cetica et al. 1999).

La calidad de las células del cumulo es esencial, pues ellas poseen un papel
importante en la maduracién citoplasmatica del ovocito ya que proveen de los
aminoacidos, carbohidratos y nucleétidos necesarios (Dode y Graves, 2002; Nagano et al.
2006; Rodriguez y Farin, 2004).

La interaccion directa del ovocito con las células del cimulo ocurre a traves de las
uniones de comunicacion que estan compuestas de proteinas del tipo de las conexinas,
por lo tanto la ruptura de estas uniones afectaria la maduracion del ovocito (Eppig, 2001;
Nagano et al. 2006). En ovocitos mantenidos a 24 horas a 37C y el medio de cultivo
suplementado con hormonas se observd que las uniones que existen entre las células de
la granulosa o del cimulo, atraviesan la zona pellcida dirigiéndose hacia el citoplasma del
ovocito. Especificamente, estas proyecciones celulares se encontraron principalmente en
la corona radiada que se comunican con el ovocito atravesando la zona pellcida, esto
también se ha observado en ganado (Hyttel, 1987; de Loos et al. 1991), humanos y
roedores (Furger et al. 1996; Tanghe et al. 2002).

Mattioli y Barboni (2000) mencionan que durante la expansién de las células del
cumulo, la cooperacion entre las células somaticas y el ovocito se restringe a la corona
radiada, mientras que las células del cimulo que se encuentran mas hacia el exterior

estan desacopladas.
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A las 0 horas de incubacién se observaron ovocitos con citoplasma uniforme, con
vesicula germinal situada hacia un extremo del ovocito. La zona pellcida estaba intacta,
no dafada y las células de la granulosa o del cimulo presentaron un nlcleo grande,
redondo y con uno o dos nucléolos. Estas células contenian poco citoplasma. Entre las
células de la granulosa no se observaron espacios, se observaron muy unidad entre si,
hubo un espacio perivitelino reducido y uniforme. Mikkelsen y Lindenberg (2001)
mencionan que los ovocitos de humano antes de colocarlos en cultivo presentaron un
citoplasma claro con textura uniforme y homogénea y un espacio perivitelino de tamafio
normal e uniforme. Nottola et al. (2001) mencionan que el espacio perivitelino es
relativamente pequefio en ovocitos inmaduros, mientras que después de la extrusién del
primer cuerpo polar se hace asimétrico y se amplia alrededor del primer cuerpo polar y
conserva este aspecto hasta la fertilizacion. Los ovocitos que fueron expuestos a 24 h a
37<C y el medio fue suplementado con hormonas prese ntaron una morfologia semejante
a lo descrito por Mikkelsen y Lidenberg (2001) y Nottola et al. (2001).

Después de 24 horas de maduracién a 37C en el medio suplementado con
hormonas se observé que las células del camulo fueron irregularmente redondeadas y
presentaron expansiones citoplasmaticas, las células estan separadas por grandes
espacios intercelulares, Larsen et al. (1991) consideran esto como un signo morfoldgico
de la expansién de las células del cimulo que usualmente acompanfa el proceso final del

ovocito.

En ovocitos de murciélago de A. jamaicensis se observé que los nicleos de las
células del cumulo presentaron de uno a tres nucléolos, mientras que Familiari et al.
(2006) mencionan que en ovocitos de humanos esto es una sefial de que los ovocitos
habian madurado.

Se utilizaron dos temperaturas, a 37C y 38.5C. A 37T se obtuvieron los
porcentajes mas alto de maduracién in vitro. Los ovocitos presentaron una apariencia
normal, sin embargo los ovocitos expuestos a 38.5C presentaron las células del cimulo
sin una forma definida y no maduraron debido a la presencia de la vesicula germinal en el
centro del citoplasma del ovocito. Los ovocitos de ratdn son susceptibles a los dafios

ocasionados por el estrés térmico durante todo el periodo de maduracion in vivo e in vitro.
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Y los dafios ocasionados durante este periodo parecen implicar en la generacion de
Especies Reactivas al Oxigeno (ROS) tanto in vivo (Roth et al. 2008) como in vitro
(Lawrance et al. 2004).

La apoptosis juega un papel critico en los efectos ocasionados por el estrés
térmico sobre la maduracion de los ovocitos bovinos. Una parte importante de los
complejos cumulo—ovocito expuestos a elevadas temperaturas (en raton, proximadamente
un 15-30% desarrollan apoptosis (Roth et al. 2008).

Si el estrés es alto y el tiempo de exposicién es prolongado, no solamente
permitirian que la transduccion de sefiales aumentara, sino que todos los procesos en la
célula se verian afectados, tales como la funcién de las ciclinas, degradacién
proteosoamal y lipoperoxidacién. Bajo estas condiciones la célula permaneceria en
arresto y sufriria apoptosis o necrosis. Karja et al. (2006) en cerdos mencionan que la
respuesta de las célula contra el estrés puede diferir, dependiendo de la intensidad del
estrés y la duracion del mismo para que la célula prolifere, quede en arresto 0 muera por

necrosis o apoptosis.

Aunque los ovocitos inmaduros de A. jamaicensis se encontraron encerrados
dentro de una masa totalmente compactada de células de la granulosa, el grado de
expansion de las células del cimulo pudo verse influenciada por el tamafio del foliculo,

asi como la cantidad de gonadotropinas y la duracion de la maduracion in vitro.
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X. CONCLUSIONES
CARACTERIZACION DE GAMETOS

Los espermatozoides recuperados del epididimo en machos de Artibeus
jamicensis y Sturnira lilium presentaron altos porcentajes de viabilidad y motilidad y bajos
porcentajes de anormalidades. Sin embargo, estos parametros pueden variar entre los

individuos.

Al evaluar la morfologia de los ovocitos en hembras de A. jamaicensis y S. lilium,
estos presentaron diferentes categorias. Los ovocitos de categorias 1, 2 y3 (calidad desde
excelente hasta regular) podrian utilizarse en estudios de maduracion y fertilizacion in

vitro.

Del ovario derecho se obtuvieron un mayor nimero de ovocitos para la especie A.
jamaicensis.

La morfologia de los espermatozoides y la calidad de los complejos ovocitos
cumulos (COC) en machos y hembras de murciélagos filostomidos A. jamaicensis y S.
lilium puede ser un factor importante que influya en el éxito de la fecundacion y en el

desarrollo del embrién.

Los gametos de murciélago pueden utilizarse para el estudio sobre la biologia
reproductiva, en programas de conservacion y en tecnologia de reproduccion asistida
(ART) en animales domésticos y de fauna silvestre.

CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL

Los espermatozoides del murciélago filostdmido Artibeus jamaicensis mantenidos
in vitro en un periodo de entre 6 y 8 horas se capacitan y llevan a cabo la reaccion

acrosomal.

El porcentaje de espermatozoides que llevaron a cabo la reacciébn acrosomal

incrementd conforme aumentaron las horas de incubacion.

Aunque no se encontraron diferencias estadisticas en el porcentaje de
espermatozoides capacitados y con reaccion acrosomal al suplementar el medio de

cultivo con progesterona, cuantitativamente si se observé un incremento.
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La temperatura de 32T y 37T no influye en los po rcentajes de viabilidad.

Se pudieron observar diferentes patrones de capacitacion en el espermatozoide de
A. jamaicensis (semejante a lo observado en el espermatozoide de raton).

La reaccidn acrosomal en el murciélago A. jamaicensis es similar a la de otros mamiferos.

MADURACION IN VITRO
Los ovocitos cultivados in vitro a 37T durante 24 horas y el medio de cultivo
suplementado con hormonas presentaron expansion de células de la granulosa y

morfologia normal a diferencia de los otros tratamientos.

La maduracién in vitro de ovocitos de A. jamaicensis puede ser afectada por la

temperatura y por el tiempo de incubacién.

Es necesario suplementar el medio de maduracion con hormonas para que el
ovocito de A. jamaicensis tenga expansion de células de la granulosa, maduracion nuclear

y citoplasmatica durante un protocolo de maduracion in vitro.

La maduracion in vitro en el murciélago de A. jamaicensis es similar a la de otros
mamiferos.
FERTILIZACION IN VITRO

Después de 22 horas de fertilizacién in vitro los espermatozoides permanecieron

Vivos, con movimiento y unidos por la cabeza

Hubo dispersién de las células del cumulo. Sefial de la actividad normal

espermatica

A pesar de que los ovocitos se observaron rodeados de espermatozoides, ninguno

de ellos pudo penetrar la zona pellcida.
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