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Introduccion

La seleccion del sexo de embriones en las especies animales de interés
zootécnico ha sido desde siempre una de las metas perseguidas, tanto por los
criadores de ganado como por los investigadores. Sin embargo, estos propositos
no han podido ser considerados comercialmente aplicables, hasta el
advenimiento de tecnologias que permitan manipular y seleccionar gametos o

embriones.

En el trabajo de revision realizado por Van Vliet y cols. (1989) el sexado
de embriones es considerado una alternativa atractiva'y comercialmente viable,
para seleccionar el sexo de losindividuos. En este mismo trabajo se expresa que
el sexado de embriones en |a especie bovina adquiere unaimportante relevancia,
s se utiliza en conjuntamente con la técnica de transferencia de embriones. No
obstante, un criterio importante a considerar en la aplicacion de la técnica de
sexado de embriones, es la eficacia en la prediccion del sexo y el efecto en la
viabilidad del embrion.

Hasta el presente, las metodologias descritas para € sexado de los

embriones basan su diagnostico en unamuestratomada del material embrionario,
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o bien, en laidentificacion diferencial de substancias o elementos especificos de
machos o hembras. La utilizacion de material embrionario paraladeterminacion
del sexo, generalmente provee muy buenos resultados. Sin embargo, las
metodol ogias que mantienen laintegridad del embrién son consideradas ideales
por no producir dafios gue potencia mente reduzcan su viabilidad. (Jafar y Flint,
1996).

Dentro de las metodologias que mantienen la integridad del embrién,
encontramos la demostracion inmunol égica de un antigeno especifico del sexo
(antigeno H-Y) que se encuentra presente en embriones de ratén a partir del
estadio de 4 células (Wachtel y cols., 1984).

Del mismo modo, se hacomprobado que el antigeno H-Y no solamente se
expresa en embriones de ratdon sino también en embriones en estadios
preimplantacionales en la especie bovina (Whitey cols., 1987; Utsumi y cols.,
1993), porcina (Whitey cols., 1985), ovina (Whitey cols., 1987) y animales de
laboratorio (Gardner y Edwards, 1968; Whitey cols., 1983).

El cultivo in vitro de embriones con anticuerpos H-Y provocalalisis de
aquellos en los que se encuentra presente el antigeno H-Y (machos), quedando
sin ser afectados aquellos otros donde el antigeno no se expresa (hembras). De
este modo, esta metodologia relativamente simple, permite diferenciar hembras

de machos en estadios preimplantacionales (Ander son, 1987)

Laproduccionin vitro de embriones representa unainteresante opcion, en
los sistemas productivos bovinos. Los progresos obtenidos en maduracion y
fertilizacion in vitro de embriones bovinos, posibilitan la utilizacion de esta

técnica en planes reproductivos en ejemplares de elite.
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Otros aspectos ho menos importantes en aplicacion comercial de esta
tecnologia incluyen, la obtencién de crias en hembras de alto valor genético que
presentan problemas reproductivos, asi como la produccion de animales
transgénicosy laobtencidn de embriones de un sexo determinado. De este modo,
lamaduracion y fertilizacion in vitro de ovocitos, se ha convertido en una fuente

alternativa parala produccion de embriones que pueden ser sexados.

Asi, las técnicas de maduracién y fertilizaciéon in vitro nos permiten
aplicar los métodos de sexado en diferentes estadios del desarrollo embrionario.
Como comentamos anteriormente, la determinacion del sexo mediante la
utilizacion de anticuerpos H-Y mantiene la integridad del embrién y es
relativamente simple. Por ello, resulta interesante establecer su utilizacion en
embriones bovinos en diferentes estadios del desarrollo producidos por

fertilizacion in vitro.

En base atodo lo expuesto con anterioridad, 10s objetivos perseguidos en

la presente tesis doctoral son:

PRIMERO: Obtener embriones bovinos por in vitro a partir de la
maduracion in vitro de ovocitos provenientes de ovarios recogidos en matadero,

correspondientes a hembras Aberdeen Angus adultas.

SEGUNDO: Verificar la utilizacion de antisuero H-Y para determinar el
sexo de embriones de ganado bovino logrados por fertilizacion in vitro, en
estadio de 4-8 células (48 hs. post-fertilizacion), menores de 32 células (96 hs.
post-fertilizacién) y mayores de 32 células (120 hs. post-fertilizacién).
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TERCERO: Evauar el sexo de los embriones (citotoxicidad) en los

diferentes estadios de desarrollo, producidos por in vitro.

CUARTO: Comprobar la relacion existente entre los niveles de
citotoxicidad obtenidos y el sexo de los embriones sometidos al antisuero
mediante cariotipo.

QUINTO: Determinar si existe dependenciaentre el estadio del desarrollo
embrionario y €l sexo (citotoxicidad) y la correlacion existente entre
citotoxicidad y cariotipo de los embriones bovinos producidos por fertilizacion

invitro.
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2.1.- Consider aciones gener ales.

Las biotecnologias aplicadas a la reproduccion animal posibilitan €l
incremento de los indices productivos, através delas mejorasintroducidas en las

diferentes especies animales de interés zootécnico.

En la presente investigacion se utilizan tres de ellas, la maduracion y
fertilizacion in vitro de ovocitos; el desarrollo in vitro de cigotosy embriones; y

el sexado de embriones.

Debido a que en este trabgjo se analizaran distintos aspectos de las tres
técnicas antes mencionadas, cada una de ellas serd considerada de forma
individual.
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2.2- Maduracion y fertilizacion in vitro de ovocitos
bovinos.

La maduracion y fertilizacion in vitro, nos brinda la posibilidad de
incrementar |os conocimientos basicos de |os procesos fisiol gicos involucrados
-maduracion del ovocito, fertilizacion, desarrollo de cigotos y desarrollo

embrionario temprano (Mc. Gaughhey, 1978).

A su vez, esta biotecnologia permite la obtencién de crias en hembras con
alto valor genético que presenten patologias reproductivas y la aplicacion de
otras técnicas tales como la generacion de clones y la obtencion de animales
transgénicos (Gordon y Lu, 1990; Mermillod y cols., 1992; Looney y cols,
1994; Niemann, 1998 a y b).

Los trabgjos histéricos realizados por Pincus y Enzmann en 1935, han
sido los primeros en intentar reproducir un medioambiente extracorporeo capaz
de mantener 6vulos. De acuerdo a los trabajos de revision realizados por Van
Soom y Kruif (1996) y Yang y cols. (1998) a través de los afios, se han
desarrollados diferentes sistemas capaces de permitir la maduracion vy
fertilizacion in vitro de los ovocitos y e desarrollo in vitro de cigotos y

embriones.

2.2.1.- Maduracion in vitro de ovocitos bovinos.

La maduracion in vitro de los ovocitos requiere el cumplimiento de los
siguientes pasos. la recoleccion de los ovarios en el matadero, obtencion de

ovocitos, seleccidn de los ovocitosy maduracion in vitro de los ovocitos.
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2.2.1.1.- Recoleccion de ovarios en matadero.

La recuperacion de ovarios en el matadero se realiza mediante la
intervencion del recolector en el inicio de la cadena de matanza. Los ovarios se
obtienen de vacas o novillas en diferentes estados fisiol6gicos dentro de los 30
minutos posteriores al sacrificio delosanimales (Leibfried y First, 1979; Fukui
y Sakuma, 1980; Fukui y cols., 1987; Xu y cols., 1987; Sirard y cols., 1988;
Madison y cols., 1992).

Los ovarios recogidos son colocados en un termo de transporte que
contiene solucién salina (0.9% NaCL), o solucion fosfato-tamponada salina
(PBS). Estas soluciones contienen generalmente, como antibiéticos 25 mg/l de
kanamicina, o 100 Ul/I de penicilinay 100 ng/l de gentamicina (Sirard y First,
1988; Weimer y cols., 1991; Madison y cols., 1992; Fry y cols., 1997).

El transporte de los ovarios a laboratorio, se realiza desde |os 30 minutos
alas 6 h. después de la recoleccion (Sirard y First, 1988; Madison y cols,,
1992; Fry vy cols., 1997).

Hasta el presente se han descrito dos modalidades de mantenimiento de
los ovarios durante la recuperacion en el matadero y el transporte al laboratorio.
Inmediatamente después del sacrificio de los animales, los ovarios son
mantenidos a 0°C (Henseleigh y Hunter, 1985; Grimes e Ireland, 1986), o
bien, son mantenidos a 28-30°C (Lu y cols., 1987; Gotoy cols., 1988; Sirard y
First, 1988; Hamano y Kuwayama, 1993). Sin embargo, se ha demostrado que
el mantenimiento de latemperatura durante el transporte a30°C esimportante ya
gue por debgjo de esta, se ve comprometida la capacidad de maduracién del
ovocito in vitro (First y Parrish, 1988).




Revision bibliografica

Una vez en €l laboratorio, los ovarios son lavados repetidas veces en la
solucion de transporte. Seguidamente, los ovocitos pueden ser recogidos
inmediatamente, o0 bien, los ovarios son colocados y mantenidos en bafio
termostatico a 30°C antes de proceder a la obtencién de los ovocitos (Sirard y
First, 1988; Madison y cols., 1992; Carolan y cols., 1994; Pollard, y cols,,
1996; Fry y cols., 1997).

El tiempo que media entre la obtencién de los ovarios, el transporte al
laboratorio a30°C y laobtencion de los ovocitos puede variar entre2y 7 h. De
este modo, el tiempo en que los ovocitos son aspirados, tiene efectos positivos en
lamaduracion in vitro delos ovocitos bovinos. Asi hapodido establecerse, quela
utilizacion de 4 h. de intervalo es considerada Optima para alcanzar elevados

indices de maduracion in vitro (Blondin y cols., 1997).

2.2.1.2.- Obtencioén de los ovocitos.

Los ovarios obtenidos en matadero proceden de hembras bovinas de
diferentes edades y condiciones fisioldgicas. Estos ovarios presentan en su
superficie una cantidad variable de estructuras: foliculos, cuerpos | (teos, cuerpos

hemorragicos y cuerpos albicans (M achatkovay cols., 1996).

Grimes e Ireland (1986) sugieren, que la apariencia de la superficie de
los foliculos, puede ser utilizada como criterio de seleccion de los futuros
ovocitosy mejorar los indices de maduracion in vitro. Estos autores proponen la
clasificacion de los foliculos en dos categorias. foliculos claros y foliculos
opacos. En este estudio, se demuestra que los ovocitos provenientes de foliculos

claros muestran tasas de maduracion in vitro significativamente superiores alos
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ovocitos provenientes de los folicul os opacos. También puede establecerse, que
los foliculos claros tienen en su contenido menor concentracién de estrégenos,

progesteronay fluido folicular que los opacos.

Por otra parte, Gandolfi y cols. (1997) informan que la morfologia de los
ovarios, puede ser utilizada como método efectivo de preseleccion de los
ovocitos. Este estudio clasifica a los ovarios en tres categorias de acuerdo ala
cantidad y tamafio de los foliculos. Asi tenemos Categoria 1.- ovarios con 1
foliculo mayor a 10 mm de A Categoria 2.- ovarios con presencia de 10
foliculosde 2 a5 mm de £y ausenciade 1 foliculo de 10 mm de Ay Categor ia
3.- ovarios con presencia de menos de 10 foliculos de 2 a5 mm de £y ausencia
de 1 foliculo de 10 mm de A&

Los resultados indican que los ovarios de las categorias 1 y 2 contienen
ovocitos que forman mayor proporcion de blastocistos, después de ser madurados

y fertilizados in vitro.

Parala obtencion delos ovocitos, se han descrito dos métodos: el método

de aspiraciéon y e método de corte.

El método de aspiracion, consiste en la succién de los folicul os situados
en la superficie del ovario por medio de una aguja. El didmetro de la aguja
utilizada es considerado importante a efectos de no dafiar |os ovocitos recogidos
(Bolsy cals., 1996 y 1997; Fry y cols., 1997).

Recientemente, Bolsy cols. (1996) investigan sobre el efecto del diametro
de las agujas de aspiracion sobre la calidad de los ovocitos recogidos. En este

estudio, se utilizan agujas de diferentes didmetros (18, 19, y 21-g). Los resultados
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indican gque con la utilizacion de agujas 18-g, se obtiene el mayor nimero de
ovocitos. Sin embargo, Fry y cols. (1997) comparan €l didmetro de las agujas
entre 17 y 20-g, e indican que la aspiracion de foliculos inmaduros de ovarios

bovinos con aguja 17-g, fue mas efectiva para obtener ovocitos viables.

Por otra parte, Bolsy cols. (1997) informan que el tipo de bisel quetienen
las agujas (corto o largo), es importante en la eficiencia del método de
recoleccion. En este trabajo, el largo del bisel tiene un efecto significativo sobre
la recoleccion de los ovocitos. Aquellas agujas que tienen bisel largo son mas

eficientes en la recoleccién que las agujas de bisel corto.

La aspiracion de los ovocitos, se realiza mediante la succion de los
foliculos con agujas 18-22-g unidas a jeringas estériles de 3-20 ml (Katska y
Smorag, 1984; Iwazaki y cols, 1987; Lu y cols., 1987; Takagi y cols., 1992;
Hamano y Kuwayama, 1993). Otros autores, utilizan agujas 16-19-g y
presiones de succion entre 75-100 mmHg mediante una bomba de vacio (Bolsy
cols., 1996 y 1997; Fry y cols., 1997).

El diametro y tipo de bisel que las agujas tienen, deben guardar relacion
con el nivel de succion practicado. Lostrabajosrealizadospor Fry y cols. (1997)
y Bolsy cols. (1996 y 1997) consideran el efecto de la succion efectuada, sobre
la calidad de los ovocitos recogidos. En estos trabgjos, se utilizan presiones de
succién entre 50 y 130 mmHg. De este modo, pudo demostrarse que
independientemente del diametro delaagujautilizada, la utilizacion de presiones
superiores a 70 mmHg provoca la recoleccion de ovocitos desprovistos de las
células del cumulus. Basados en estos resultados, la utilizacion de presiones de
succién de 50 a 70 mmHg se recomienda para obtener el méximo ndmero de

ovocitos rodeados por cumulus compacto.

10
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El método de corte, consiste en el corte de la superficie del ovario con
una hoja de bisturi estéril o un dispositivo que consiste en 4 a 10 hojas de acero
estériles, dispuestas en paralelo a una distancia de 2 mm entre hojas (Slss y
Madison, 1983; Takagi y cols, 1992; Xu y cols, 1992; Hamano y
Kuwayama, 1993; Stringfellow y cols., 1993; Carolan y cols., 1994).

El nmero total de ovocitos obtenidos por ovario, varia de acuerdo al
método de recoleccion utilizado. Estudios comparativos realizados entre el
método de corte y el método de aspiracion obtienen un mayor nimero de
ovocitos en promedio por e método de corte en comparacion al método de
aspiracion. Del mismo modo, es superior la proporcion de ovocitos considerados
como aptos para ser cultivados in vitro, mediante la utilizacion del método de

corte (Hamano y Kuwayama, 1993; Carolan y cols., 1994).

2.2.1.3.- Seleccion delos ovocitos.

La morfologia que presentan los ovocitos recogidos de los ovarios, nos
brindalaposibilidad de predecir su capacidad dereiniciar lameiosis (L eibfried y
First, 1979; Xu y cols. , 1986; Younisy cols., 1989; De Loos y cols., 1992;
Arlottoy cols., 1996).

L os ovocitos obtenidos en el |aboratorio son clasificados y seleccionados
para ser madurados in vitro, segin el aspecto que presenta su citoplasmay las

células del cimulus que lo envuelven.

En el afo 1979, Leibfried y First proponen el siguiente esquema de
clasificacion de acuerdo a la apariencia de las células del cumulus y del

ovoplasma.

11



Revision bibliografica

De acuerdo a la apariencia de las células del cimulus los ovocitos se
pueden clasificar en cuatro categorias: Categoria 1.- Presentan tres capas
compactas de células del cumulus que los rodean en toda su superficie;
Categoria 2.- Se presentan rodeados parcialmente por tres capas compactas de
células del cumulus; Categoria 3.- Se encuentran rodeados por células del

cumulus expandidas; Categoria 4.- Ovocitos denudados.

De acuerdo a la apariencia del ovoplasma, los ovocitos se pueden
clasificar en tres categorias. Categoria 1.- Presentan ovoplasma granulado y
homogéneo y que llena completamente el espacio delimitado por la zona
pellcida; Categoria 2.- Presentan ovoplasma granulado no homogéneo,
(periferiaclaray centro oscuro) y que llena completamente el espacio delimitado
por la zona pelicida; Categoria 3.- Presentan ovoplasma vacuolado,
fragmentado y que no llena completamente el espacio delimitado por la zona

peltcida.

Aquellos ovocitos que con tres 0 més capas compactas de células del
cumulus que lo rodeen y ovoplasmas homogéneos, se clasifican como aptosy se
sel eccionan para maduracion in vitro. Por el contrario, aquellos que se presentan
rodeados por menos de tres estratos de células del cumulus, cimulus no
compacto y ovoplasmas heterogéneos o picnéticos se clasifican como no aptosy
son descartados para maduracion in vitro (Xu y cols., 1986; Shioya y cols.,,
1988; De Loosy cols., 1989; Madison y cols., 1992)

Mochizuki y cols. (1991) demuestran que los ovocitos completamente
rodeados por células del cimulus presentan mejores indices de fertilizacion en
comparacion alos denudados. También sefialan que en los ovocitos denudados,

existe un endurecimiento de la zona pellcida, ademés de una incompleta

12
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maduracion citoplasmética, debido aladesconexion existente entre el ovoplasma

y estas células.

Ball y cols (1984) informan que la maduracion final del ovoplasma debe
ocurrir simultaneamente con la maduracion nuclear del ovocito. Del mismo
modo, pudo demostrarse que las células del cimulus que rodean a ovocito
inmaduro, cumplen un rol central no solamente en la maduracién nuclear sino
también en la citoplasmatica (Shioyay cols, 1988; Sirard y cols, 1988; Fukui,
1990).

2.2.1.4.- Maduracion in vitro de los ovocitos.

Durante el proceso de maduracion tanto in vivo como in vitro de los
ovocitos ocurren una serie de cambios, que permiten la reanudacion de la
meiosis. Estos eventos deben ocurrir antes de lafertilizaciony se caracterizan por
la expancién de las células del cumulus, la eliminacién del primer corplsculo

polar y laformacion de lametafase I1. (Hyttel y cols., 1986).

In vivo, la hormona FSH es responsable de lainduccion de la maduracion
de los foliculos y la hormona LH promueve la reanudacion de la meiosis de los

ovocitos (Moor y cols. 1981; Xu y cols., 1986).

Las células del cumulus también desempefian un papel importante en la
maduracion de los ovocitos. Estas células aportan nutrientes y energia (piruvato)
al ovocito (Donahue y Stern, 1968). También secretan &cido hialurénico a la
matriz externa de proteoglicanos. Esta secrecion provoca larupturade la matriz,

lo que trae aparejado el fendbmeno denominado expansion del cimulus, dominado
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por la accion de la FSH y se caracteriza por €l cambio de interaccion entre las
célulasdel cumulusy €l ovocito (Henseleigh y Hunter, 1985).

Los glicosaminoglicanos (GAGS) encontrados en e fluido folicular
también son responsables de la expansion del cimulus. El condroitin sulfato
producido por las células de la granulosa en |a fase folicular temprana, inhibe la
expansion delas células del cimulus. Posteriormente, estas células secretan acido
hialurénico que permite degradar las uniones intercelulares de las céulas del
cumulus. (Phillips, 1988).

2.2.1.4.1.- Medios de cultivo.

Para la maduracién in vitro de los ovocitos se utilizan diferentes medios
de cultivo (Ham's F-10 y Ham's F-12, Krebs Ringer Bicarbonato modificado,
TCM-199, MEM, Tyrodes y Waymouth MB752/1). Todos ellos presentan en su
composicion una mezcla de sales inorganicas, vitaminas, aminoécidos, glucosa,
piruvato de sodio, hipoxantina, timidinay rojo fenol como indicador. En dichos
medios, |os componentes varian en diferentes proporciones de sus componentes.
A pesar de la amplia variedad de medios descrita, el mas utilizado es el TCM-
199 (Wright y Bondioli, 1981; Phillips, 1988; Leibfried-Rutledge y cols.,
1989; Gliedt y cols., 1996 ay b).

Rosey Bavister (1992) realizan un estudio en el que comparan diferentes
medios de cultivo comerciales. Los medios comparados fueron Ham's F-12,
TCM-199, MEM y Waymouth's MB 752/1. Los resultados demuestran que la
utilizacion de TCM-199 o MEM permiten obtener un mayor grado de
fertilizacion, en comparacion con los medios Ham's F-12 y Waymouth's MB
752/1.
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2.2.1.4.2.- Suplementacién de los medios de cultivo.

Segun €l trabajo de revision realizado por Brackett y Zuelke (1993) esta
claramente establ ecido, que el medio de cultivo empleado paralamaduracién in
vitro de los ovocitos influye significativamente en las tasas de fertilizacion in

vitro.

El medio de maduracién de los ovocitos, es suplementado con suero fetal
bovino (SFB), suero de vaca en celo (SVC) o abumina sérica bovina (BSA).
Estos elementos, favorecen la expansion de las células del cimulus y la
produccion de diversos factores que promueven el reinicio de la meiosis
granulosa (Fukui y Sakuma, 1980; Eppig y cols., 1983; Fukui y Ono, 1989;
Sambusshoy Threlfall, 1989; Leey cals., 1996).

Otros suplementos utilizados en diferentes concentraciones, son los
factores de crecimiento (EGF, IGF-1, IGF-Il, TGFa, TGFb y activina,). Estos,
son elementos que favorecen la maduraciéon de los ovocitos y actian como
agentes mitogénicos sobre las células de lagranulosa (L ee y Fukui, 1995; Leey
cols., 1996; Beversy cols., 1997).

Como indicamos anteriormente, las hormonas FSH y LH desempefian un
papel importante en los procesos de maduracién in vivo 'y son utilizadas parala
maduracion in vitro. También se presentan, estrogenos, progesteronay HCG, que
son diferentes suplementos comunmente utilizados en los medios de cultivo y
tienen accion positiva en la maduracion in vitro de ovocitos (Leibfried y First,
1979; Fukui y cols, 1982; Xu, y cols., 1986y 1988; First y Parrish, 1987).
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En el estudio realizado por Stubbings y cols. (1988) se determina la
importancia de la adicion al medio de cultivo (TCM-199) de diferentes
concentraciones de hormonas FSH, LH, estrégenos y suplementos como SFB e
insulina. Los resultados obtenidos, demuestran que la adicion de estrégenos
favorece las tasas de maduracion in vitro en comparacion al aportede FSH, LH o

insulina.

Sin embargo, la adicién de FSH y LH favorecen las tasas de fertilizacion
in vitro. La adicion de LH y EGF o EGF-1 a medio de maduracion, también
favorece el desarrollo de los futuros embriones (Brackett y cols., 1989; Fukui y
Ono, 1989; Harper y Brackett, 1992 ay b; Zuelkey Brackett, 1992; Saeki y
cols., 1994).

Uno de los mecanismos por los cuales la adicion de lahormona LH alos
medios de cultivo, favorece la tasa de ovocitos madurados in vitro, es €l
incremento de la energia disponible para el ovocito en el medio ambiente de
cultivo (Brackett y Zuelke, 1993).

L eibfred-Rutledgey cols. (1989) comparan la utilizacién de suplementos
SFB y BSA en medio Tyrode's modificado, con 0.2 mM de piruvato de sodio y
10 ng/ml de FSH. El SFB, como suplemento proteico, fue superior a BSA tanto

en el grado de maduracion alcanzado como en lafertilizacion.

Fukushima y Fukui (1985) determinan que la adicién de FSH, LH,
estrogenos y progesterona al medio de cultivo Ham's F-10, proporciona una
mayor tasa de maduracion y fertilizacion in vitro en comparacién con los

controles (sin hormonas).
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2.2.1.4.3.- Condiciones medioambientales para la maduracién in
vitro de los ovocitos.

A efectos de optimizar la maduracion in vitro, es importante proveer al
ovocito del medio ambiente adecuado que le permita generar 10s procesos
bioldgicos necesarios (temperatura, presion osmética, pH y atmosfera del
incubador) paracompletar |la maduracion nuclear y citoplasmética (M ochizuki y
cols,, 1991; Rosey Bavister, 1992; Yangy cols, 1998).

La temperatura mas adecuada para el cultivo in vitro de los ovocitos
bovinosesde 39°C (Lenzy cols., 1983; Leibfried-Rutledgey cols., 1989; Rose
y Bavister, 1992; Pinyopummintr y Bavister, 1995; Azambujay cols., 1998).
Lenz y cols. (1983) informan, que las temperaturas comprendidas entre 37°C y
41°C no perjudican con el proceso de maduracion in vitro de los ovocitos. Del
mismo modo, un estudio realizado por Shi y cols. (1998) donde latemperaturade
cultivo in vitro de ovocitos es modificada entre valores de 37°C y 38.5 °C, estos
autores observan que |os cambios térmicos no producen efectos adversos durante
lamaduracion in vitro de los ovocitos y €l posterior desarrollo embrionario. Sin
embargo, los cultivos in vitro de ovocitos realizados 5°C por debagjo de las
temperaturas antes mencionadas, no han llevado a buen termino lamaduracién de

los ovocitos (Katska y Smorag, 1985).

La presion osmética que deben tener los medios de maduracion de
ovocitos, oscila idealmente entre 265 y 325 mOsM. Los medios generalmente
utilizados tienen osmolaridades cuyos valores oscilan entre 285 y 295 mOsM
(Satoy cols. 1977; Del Campo, 1993).

Diversos autores han establecido que e pH 6ptimo en e medio de

maduracién debe mantenerse entre 7.2y 7.4 (Sheay cols., 1976; Sato y cols.,
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1977; Fukui y Sakuma, 1980; Brackett, 1981; Phillips, 1988). El control del
pH en el medio de maduracion se realiza gracias ala concentracion de CO, en la
atmésfera del incubador, bicarbonato de sodio en e medio, u otro tipo de
sustancias tampon adicionadas al medio de cultivo como las sales de Hepes (Lu
y cols., 1987).

La composicion de la atmésfera gaseosa en el incubador, se considera
importante, en el control del pH intra y extracelular y por ende las funciones
metabdlicas de las células en cultivo (Bavister, 1987). Por ello habitualmente se
emplean mezclas de gases a diferentes concentraciones 5% de CO, en €l aire, 0
bien, 5% CO,, 5% O,y 90% N, (Fukui y cols., 1982; Lu y cols., 1987; Younisy
cols., 1989; Takahashi y cols., 1996).

2.2.1.4.4.- Otrascondiciones en € cultivo.

Tradicionalmente en |os sistemas de produccion de embriones in vitro, la
maduracion de los ovocitos seleccionados se harealizado en grupos de 5, 10, 20
y 40 (Fukushimay Fukui, 1985; Brackett y cols., 1989; Leibfred-Rutledgey
cols.,, 1989; Harper y Brackett, 1992 ay b; Zuelkey Brackett, 1992; Saeki y
cols., 1994).

Sin embargo, la utilizacion de los sistemas de maduracion y fertilizacion
in vitro, en la aplicacion de otras tecnologias tales como el clonado o la
obtencién de 6vulos in vivo (OPU) han desarrollado sistemas de produccion

individual de embriones (O'Doherty y cols., 1997).

En este sentido, diversos estudios han reportado una significativa

reduccion en el desarrollo de los embriones provenientes de ovocitos/embriones
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cultivados individual mente en comparacion con los cultivados en grupos (Paria
y Dey, 1990; Palmay cols., 1992; Ferry y cols., 1994; Keefer y cols., 1994,
Blondin y Sirard, 1995; Peynot y cols., 1996). Recientemente se han logrado
importantes progresos de | 0s sistemas de maduracion, fertilizacion y desarrolloin
vitro de ovocitos y embriones cultivados individualmente. Debido a ello, se han
incrementado significativamente los indices de desarrollo (Lee y Fukui, 1995;
Carolan y cols., 1996; Leey cols., 1996; O'Doherty y cols., 1997).

2.2.1.4.5.- Tiempo requerido para la maduracion in vitro de los
ovocitos.

El tiempo del cultivo requerido parala maduracion in vitro de los ovocitos
hasta alcanzar €l estadio de metafase Il en bovinos, es variable y segun los
diferentes autores este tiempo puede oscilar entre 20 y 28 horas (Jagielloy cols.,
1974; Suss 'y Wuthrich, 1985; Xu y cols., 1986; Sissy cols., 1988; Fukui,
1990).

Durante este tiempo, los ovocitos bovinos experimentan una serie de
cambios dentro de los cuales podemos citar la desaparicion de la membrana
nuclear, la extrusién del primer corpusculo polar y la llegada a estadio de
metafase I1. EI cimulus o6foro, compacto en el inicio, comienzaaexpandirse por
la presencia de &cido hialuronico en lamatriz intercelular y se observa el efecto
de mucificacién del cimulus (Leibfried y First, 1979; Hyttel y codl., 1986).

2.2.1.4.6.- Criterios empleados para determinar la maduracion.

El ovocito maduro tiene una morfologia y caracteristicas definidas,

generalmente aceptadas como criterios para evaluar la maduracién in vitro. De
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este modo, consideramos maduros a aquellos ovocitos que presentan cimulus
mucificado y expandido, presencia del primer corpusculo polar en el espacio
perivitelino y metafase I1. A pesar de ello, la capacidad de los ovocitos para ser
fertilizados in vitro y continuar e desarrollo normal de los embriones, es
probablemente el criterio mas adecuado (Y ounisy cols., 1989; De L oosy cols.,
1992).

2.2.2.- Fertilizacion in vitro de ovocitos bovinos.

Finalizado el periodo de incubacion in vitro, los ovocitos madurados se
encuentran aptos para ser fertilizadosin vitro. Tanto paracondicion invivo como
invitro, previo alafertilizacion delos ovocitos, el semen debe estar capacitado y
activado. La capacitacion y activacion del espermatozoide, posibilitara a este
progresar a través de las células del cumulus y penetrar la zona pellcida
(Yanagimachi, 1981).

2.2.2.1.- Preparacion del semen detoro.

En mayor medida, el semen de toro utilizado paralafertilizacién in vitro
procede de semen congelado. La preparacion del semen de toro congelado,
incluye el lavado de |as célul as espermaticas de los componentes del diluyentey
crioprotectores, la separacion de | os espermatozoides métiles de los no métilesy
la capacitacion espermatica (Parrish, y cols., 1986 y 1988; Ohgoda y cols.,
1988; Avery y Greve, 1995; Risopatron y cols., 1995).
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2.2.2.1.1.- Lavado dd semen y separacion de espermatozoides
motilesy no mdétiles.

Al menos cinco metodol ogias han sido descritas parala separacién de los
componentes del diluyente seminal de las células esperméticas y su seleccion.
Estas son: lavado por centrifugacion, swim-up, gradiente de percoll, filtracion en
columna con lana de vidrio y migracién-sedimentacion (Utsumi y cols., 1981;
Teay cols., 1983; Parrish y cols., 1986; Fukuday cols., 1990; Stubbingnsy
cols., 1991; Avery y Greve, 1995; Risopatron y cols., 1995).

El lavado por centrifugacion resulta ser el método mas sencillo de todos.
El semen se centrifuga 2 veces a 500g durante 5 a 10 minutos (Fukuda y cols.,
1990). La centrifugacion excesiva del semen congelado provoca alteraciones en
lamembranaplasmatica (L essley y Garner, 1983; Niway cols., 1988; Sanchez
y cols,, 1995; Rodriguez-Martinez y cols., 1997).

El método de swim-up separa los espermatozoides métiles de los no
motiles, basado en la motilidad de los primeros. De este modo, una muestra de
semen colocada en el fondo de un tubo que contiene medio de cultivo a 37°C,
permitira después de un tiempo de cultivo, que los espermatozoides métiles se

desplacen haciala superficie del tubo (Parrish y cols., 1986).

Un estudio realizado por Jaakmayy cols. (1997) comparala separacion de
espermatozoides por swim-up en medio Fert-TALP suplementado con acido
hialurénico con el lavado por centrifugacion B.O. (Brackett y Oliphant, 1975) Si
bien los medios utilizados en las dos técnicas difieren entre si, la técnica de

separacion por Swim-up fue més efectiva que de centrifugacion.
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El percolla esta constituido por particulas coloidales de 15 a 30 nm de
didmetro cubiertas con polivinilpirrolidona (PVP). El sistema de separacién de
espermatozoides consiste en la colocacion, en un tubo estéril, de 2 gradientes de
percolla (55% y 90%) diluido en medio de cultivo Sperm-TALP. El semen se
siembraen la parte superior del tubo y se centrifuga a 200g durante 25 minutos a
temperatura ambiente (Avery y Greve, 1995). Algunas partidas de percolla
utilizado, tienen efectos deletéreos sobre los espermatozoides. Este efecto es
debido principalmente al PV P querodeaalas particulas coloidales. Sin embargo,

estos autores proponen que este método es rapido, facil de realizar y econdémico.

El método de filtracion en columna con lana de vidrio consiste en la
separacion de células espermaticas basado en la motilidad de los
espermatozoides. La muestra de semen se coloca en la parte superior de un tubo
cilindrico de 10 a15 cm de altura. L os espermatozoides métiles atraviesan lalana

devidrio y serecogen en el fondo del tubo (Stubbingnsy cols., 1991).

En 1983 Teay cols., informan sobre el método migraci on/sedimentacion.
El mismo, consiste en colocar la muestra de semen en la superficie de un tubo
conico ubicado dentro de otro tubo cilindrico. Después de incubar 1 horaa39°C,
los espermatozoides motiles migran y sedimentan en e tubo conico.
Recientemente, Risopatron y cols. (1996) utilizan este método y obtienen un
incremento en la tasa de fertilizacion, cuando se lo compara con el método de
centrifugacion.

2.2.2.1.2.- Capacitacion de los esper matozoides.

Se ha establecido que existen diferencias en la tasa de fertilizacion del

semen, proveniente de diferentes sementales (Brackett y cols., 1982; Iritani y
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cols., 1986; Rosenkranz y Holzmann, 1997; Ohgoda y cols., 1988;). Estas
variacionesindividuales, pueden deberse a diferencias metabolicas caracteristicas
de las células espermaticas, edad del macho y diferencias en los contenidos del
plasmaseminal o larelacion entre el volumen del plasma seminal y el nimero de
espermatozoide (Brackett y Oliphant, 1975; Sirard y cols., 1985; Rosenkranz
y Holzmann, 1997; Fukui y cols., 1988).

La capacitacion espemética involucra cambios bioquimicos en las
membranas del espermatozoide, 10 que permite la reaccion acrosomica. Durante
éste proceso, se produce €l retiro del material que recubre la regién acrosdmica
del espermatozoide dejando libres los receptores que interaccionan con las
células del cimulus y la zona pellcida del ovocito. Del mismo modo, se han
descrito cambios en | as propiedades de las membranas esperméticas. aumento del
pH acrosomal, alteracion en la proporcién entre el colesterol y fosfolipidos y

aumento en la permeabilidad al calcio (Yanagimachi, 1981).

Parala capacitacion de semen de toro congelado, se emplean componentes
como la heparina (Parrish y cols., 1986 y 1988; Whitfield y Parkinson, 1992;
Saeky y cols., 1995), el calcio (Handrow y cols., 1989; Yang y cols., 1993;
Whitfield y Parkinson, 1995), células del epitelio oviductal (Guyader y
Chupin, 1991), fosfolipidos vasoactivos (Parksy Hough, 1990).

Ha sido ampliamente descrita, la efectiva capacidad de union que tiene la
heparina y la concentracion oOptima de ésta para maximizar el grado de
fertilizacion in vitro alcanzado La heparina, capacita alas células esperméticas,
mediante el desplazamiento de las proteinas decapacitantes de la membrana
plasmética y la estimulacion de la apertura de los canales de calcio (First y
Parrish, 1988; Leibfried-Rutledgey cols, 1989; Saeky y cols., 1995).

23



Revision bibliografica

Del mismo modo, Niwa y Ohgoda (1988) utilizan el efecto sinérgico de
20 my/ml de heparinay 10 nM de cafeina en medio B.O. suplementado con 20
mg de BSA/mI, en la capacitacion de semen de toro congelado y lavado por
centrifugacion 20 minutos antes del cocultivo con los ovocitos. La combinacion
heparina-caf einaincrementa significativamente el nUmero de ovocitos penetrados

en comparacion ala heparinay cafeina utilizadas individua mente.

2.2.2.2.- Cocultivo delos ovocitos con las cdlulas esper maticas.

Una vez que los espermatozoides han sido lavados, seleccionados y

capacitados, serealiza el cocultivo de estos con los ovocitos maduradosin vitro.

2.2.2.2.1.- Medios empleados y tiempo de cocultivo.

De acuerdo al trabajo de revision realizado por Brackett y Zuelke (1993),
la mayoria de las experiencias llevadas a cabo en fertilizacién in vitro, utilizan
basicamente los medios TALPy B.O. parael lavado y capacitacion del semen. A
su vez, el cocultivo in vitro del semen con los ovocitos puede realizarse en un

periodo de tiempo corto (6 a8 h) o bien, un tiempo largo (18 a24 h.).

En el tiempo de cocultivo corto, el medio B.O. se suplementa con 3.88
mg/ml de cafeina-benzoato de sodio, 0.02 mg/ml de heparina sal sodica, 20
mg/ml de BSA (libre de acidos grasos), 0.2 mg/ml de piruvato de sodio, y 1.8
mg/ml de lactato de calcio (Niwa y Ohgoda, 1988; Ohgoda y cols., 1988).

En tiempo de cocultivo largo, se emplean tres medios TALP diferentes
segun el momento en el que se utilicen.
-El medio Sp-TALP se utiliza para el lavado del semen.
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-El medio Lw-TALP se utiliza para la manipulacion de los ovocitos.
-El medio Fert-TALP se utiliza para el cocultivo de los ovocitos con los

espermatozoides.

Ladiferencia entre estos tres medios (Sp, Lw y Fert-TALP), radicaen el
contenido de NaCl, NaHCO;, lactato, glucosa, hipotaurinay epinefrina (Parrish
y cols., 1988). Asimismo, el medio de fertilizacion Fert-TALP se suplementa con
heparina, hipotaurina y epinefrina si los ovocitos a cocultivar se encuentran
desprovistos de células del camulus (Del Campo, 1993).

Recientemente, Tajik y Niwa (1998) informan sobre la utilizacion de un
medio quimicamente definido suplementado con polivinilalcohol (PVA) para
cocultivar el semen con los ovocitos durante 8 h. El medio quimicamente
definido, es basicamente una mezcla de sales inorganicas, suplementadas con 1

mg de PVA/ml, 5 mM de cafeinay 10 ng/ml de heparina.

2.2.2.2.2.- Relacion ovocitos/esper matozoides en € cocultivo.

Larelacion ovocito/espermatozoides esimportante durante lafertilizacion
in vitro. De este modo, ha podido establecerse que si el nimero de células
esperméticas es demasiado baja en relacion con el nimero de ovocitos,
obtendremos pobres resultados de fertilizacion. Si por el contrario, el nimero de
células espermaticas es demasiado alto se producen fendmenos de polispermia
(First y Parrish, 1987; Saeki y cols., 1995).

Independientemente del medio de fertilizacion utilizado, lamayor parte de
los protocolos de fertilizacion in vitro, utilizan entre 0.5 y 1.5 x 10° células

esperméticas/ml y el cocultivo con los ovocitos madurados in vitro, se lleva a
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cabo en microgotas de 50 ni, que contienen entre 5y 40 ovocitos (Xu y cols,,
1987; Younisy cols,, 1989; Fukui, y cols,, 1991; Ling y Lu, 1990; Saeki y
cols, 1995).

Referente al numero de ovocitos, Ling y Lu (1990) emplean hasta 50
ovocito por cada microgota de 50 mi de inseminacion. Sin embargo, la
proporcion de blastocistos obtenidos disminuye si la concentracion espermética

es superior a1.6 x 10° céulas/ml.

Cox y coals. (1993) y Zhang y cols. (1995) informan que la presencia de
las células del cumulus en los ovocitos cocultivados con los espermatozoides,
incrementan |os porcentajes de fertilizacion. Estos incrementos son debidosaque
el cumulus induce los mecanismos de capacitacion espermaética, facilitando la

interaccion del espermatozoide y la superficie de la zona pelGcida.

Ball y cols. (1983) y Chian y cols. (1994 y 1995) obtienen un efecto
positivo de las células del cumulus de los ovocitos, sobre la formacion del
pronucleo masculino y femenino y el posterior desarrollo de los embriones
obtenidos.

2.2.2.2.3.- Condiciones medioambientales para € cocultivo
in vitro de los ovocitos y |os esper matozoides.

Durante el cocultivo de los ovocitos con el semen, |las condiciones

medioambiental es son similares alas de maduracién in vitro (Phillips, 1988).

La temperatura debe mantenerse a 39°C con oscilaciones no superiores a

0.5°C. La concentracién de CO, en aire al 5%, es esencial para mantener el pH
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del medio de fertilizacion en niveles de 7.4 a 7.8 y la humedad relativa debe ser
superior a 99% (Fukui y Ono, 1989; Younis y cols., 1989; Wang y cols.,
1992).

2.2.2.3.- Criterios empleados para determinar la fertilizacion.

En general, se considera fertilizado a aquel ovocito que ha emitido el
segundo corpusculo polar y se visualizan |os pronicleos masculino y femeninoy

la cola espermética (Del Campo, 1993).

Sin embargo, no siempre es posible la visualizacién de todas las
estructuras y se propone la formacion de las primeras blastébmeras como criterio
(Shioyay cols. 1988; Fukui y Ono, 1989; Fukui, 1990).

2.3.- Desarrolloin vitro de cigotosy embriones bovinos.

En el afio 1982, Brackett obtiene el primer ternero nacido después de
madurar y fertilizar in vitro ovocitos de vaca. Posteriormente, otros autores
obtuvieron terneros nacidos provenientes de ovocitos madurados y fertilizados
invitro (Hanaday cols., 1986; Sirard y cols., 1986; Lu y cols., 1987; Goto y
cols., 1988).

A pesar de estos resultados, latransferencia de los embriones obtenidos in
vitro alas hembras receptoras, se realiza por implantacién de estos en el oviducto
por método quirdrgico o bien, mediante latransferenciatransitoriaaoviductos de
hembras receptoras no especificas como conejas u ovejas. Esto es debido a que

las condiciones de cultivo in vitro empleadas, no permiten el desarrollo in vitro
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de embriones a estadios mas avanzados del desarrollo embrionario (Hanada y
cols., 1986; Sirad y cols., 1986; Lu y cols., 1987; Gotoy cols., 1988).

Enlaactualidad, la utilizacién de sistemas de cocultivo in vitro de cigotos
con células de la granulosa u oviductales, o bien, la utilizacion de medios de
desarrollo in vitro sintéticos, permite obtener embriones en estadios avanzados
del desarrollo (morulas, blastocistos). Ello, posibilita la congelacion vy
transferencia a las hembras receptoras por métodos no quirdrgicos. De este
modo, los intentos por continuar el proceso gestacional in vivo, de los embriones
producidos por fertilizacion in vitro, permiten la utilizacion de esta tecnologiaen
la industria de las transferencias embrionarias (Gordon y Lu, 1990; Niemann,
1998 a).

Tradicionamente, los medios de desarrollo in vitro empleados para
cultivar embriones bovinos, empezaron por adaptarse de los empleados en
embriones de congjo y ratdn segun Brackett y Zuelke (1993). Aunque, las
necesidades metabdlicas de los embriones bovinos tanto in vivo como in vitro
son diferentes alas de los roedores segun lo establecido por Rieger y cols. (1988
y 1992).

En contraste alos embriones de raton, |os cuales no metabolizan glucosa
después del estadio de 8 células, los embriones bovinos son capaces de
metabolizar la glucosa desde el estadio de 2 células. Este metabolismo se
incrementa en el estadio de 8-16 célulasy de blastocisto expandido (Brackett y
Zuelke, 1993; Kim y cols., 1993 a).

Del mismo modo, han sido descritas las particul aridades existentes en el

metabolismo de otras fuentes de energia tales como piruvato o glutamina por
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parte de los embriones bovinos cultivados in vitro (Rieger y cols., 1992).
Krisher y Bavister (1998) informan que los embriones bovinos tienen
preferencia por determinados substratos de energia y aminoécidos y su
metabolismo no cuenta en la oxidacion de la glucosa en estadios tempranos del

desarrollo.

2.3.1.- Sistemas de cultivoin vitro de cigotosy embriones.

En la actualidad existen tres sistemas para el cultivo de los cigotos
bovinos y su posterior desarrollo in vitro hasta el estadio de blastocisto: el
sistema de cocultivo, el cultivo en medios definidos y el cultivo en medios
condicionados (Fukui y cols., 1991; Nagaoy cols., 1995; Her nandez-L edezma

y cols., 1996; M ar quant-L eguienney Humbolt, 1998).

El sistema de cocultivo incrementa el porcentgje de cigotos que |legan al
estadio de blastocisto, en comparacion a la utilizacién de medios de cultivo
solamente (Aoyagi y cols., 1990; Hernandez-Ledezma y cols., 1996;
M ar quant-L eguienne y Humbolt, 1998). Este sistema, utiliza diferentes tipos
celulares para cocultivar con los cigotos. Estos tipos celulares aportan a los
cigotos bovinos, los elementos necesarios para el desarrollo in vitro y la
superacion del estado de bloqueo 8-16 células (Eyestoney First, 1989; Weimer
y cols., 1991; Katskay cols., 1995; Nagao y cols., 1995; Abey Hoshi, 1997).

Los tipos celulares utilizados son: células del epitelio oviductal (BOEC)
(Ellington y cols., 1990; Choi y cols., 1991; Behboodi y cols., 1992; Xuy cols,,
1992; Walter, 1995; Edwardsy coals., 1997), célulasdel cimulus (Gotoy cols.,
1988; Behboodi y cols., 1992; Zhang y cols., 1995), células de la granulosa
(Fukui y Ono, 1989; Durnford y cols., 1994), monocapa de células uterinas
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(Voelkel y Hu, 1992) o bien, lineas celul ares definidas tales como BRL (buffalo
cell liver rat) (Fariny cols.,, 1997) y Vero (Peynot y cols., 1996). Otros autores,
han cocultivado cigotos bovinos con vesiculas trofobléasticas (Camousy cols,,

1984; Heyneman y cols., 1987; Aoyagi y cols., 1990).

Para el cultivo de los distintos tipos celulares se emplean generalmente
dos medios diferentes: TCM-199 o Menezo's B2. El medio Menezo's B2 ha
demostrado ser superior en el cocultivo con células BRL que el medio TCM-199
(Farin y cols., 1997). Sin embargo, otros estudios demuestran que cuando se
utilizan en sistema de cocultivo con células BOEC no existen diferencias entre
los dos medios (Thibodeaux y cols., 1992; Xu y cols., 1992; Sempley cols,,
1993).

Bavister (1995) describe un efecto negativo y un efecto positivo, que gerce
el cocultivo sobre el desarrollo del embrion. El efecto negativo viene
determinado por la modificacion en la concentracion de ciertos constituyentes
esenciales, para el desarrollo in vitro del embrién por parte de las células
somaticas. Por otra parte, el efecto positivo radicariaen que las células somaticas
producen y liberan ciertos factores de crecimiento que contribuyen al desarrollo

del embrion.

2.3.1.1.- Preparacion delas cdlulas BOEC (células oviductales).

El sistema de cocultivo con células BOEC, requiere de la previa
preparacion de estas células antes del cocultivo con los cigotos. Estas células
deben ser preparadas 48 h. antes del cocultivo (Del Campo, 1993). Las células
BOEC son obtenidas de oviductos de matadero. En general, se consideran aptos

aquellos oviductos cuyo ovario ipsilateral presente cuerpo hemorragico, foliculos
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maduros y en ausencia de cuerpo lUteo (Eyestoney First, 1989; Aoyagi y cols.,
1990; Choai y cols., 1991; Behboodi y cols., 1992; Xu y cols., 1992; Durnford y
cols., 1994; Katskay cols., 1995; Walter, 1995; Edwardsy cols., 1997).

El transporte de los oviductos obtenidos, puede realizarse en medio PBS
suplementado con SFB y antibi6ticos a 25 o 30°C (Eyestone y First, 1989).
Otros autores, indican que el transporte puede realizarse colocando los oviductos
sobre hielo, sin que ello afecte los resultados (Durnford y cols., 1994). En
principio, la ventaja del segundo método radica en que €l transporte a bajas
temperaturas disminuye los indices de contaminacion durante el cultivo (Del
Campo, 1993).

En el laboratorio, existen diferentes metodol ogias parala obtencion de las
células BOEC de los oviductos. Previa separacion de los tejidos de sostén, las
células se extraen por compresion del oviducto con unapinza, 0 por compresion
entre 2 portaobjetos de vidrio (Choi y cols.,, 1991; Del Campo, 1993). El
producto obtenido, es pasado a través de una aguja fina (21-g), a efectos de
separar convenientemente las células. Estas células son posteriormente lavadas
por centrifugacion, y cultivadas en una concentracion 1:20 (v/v) en camara de
cultivo a 39 °C y 5% de CO; en aire durante 48 h. (Aoyagi y cols., 1990;
Behboodi y cols,, 1992; Xu y cols., 1992; Walter, 1995; Edwards y cols,,
1997).

De acuerdo a los diferentes autores, el medio en que son cultivadas estas
células puede ser Menezo's B2 o TCM-199, suplementado con antibidticos y
SVC. No se han reportado diferencias entre los diferentes medios de cultivo

mencionados y la calidad del cultivo producido (Aoyagi y cols., 1990; Choi y
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cols., 1991; Behboodi y cols., 1992; Xu y cols., 1992; Walter, 1995; Edwards
y cols., 1997).

Otros autores informan sobre la preparacion de monocapas de células
BOEC. Este tipo de preparacion es basicamente similar, aungue el medio de
lavado de los oviductos contiene tripsinay EDTA y un nimero determinado de
células BOEC son colocadas en las placas de cultivo (2-3 x 10° células/ml). En
este sistema la preparacion se debe realizar 2 o 3 dias antes del cocultivo con los
cigotos, tiempo requerido para que la monocapa de células BOEC se forme
(Ellington y cols.,1990; Katskay cols., 1995).

Como ya hemos citado, los tipos celulares empleados en el sistema de
cocultivo, producen elementos embrio-tréficosy embrio-toxicos que dificultan la
definicion de los requerimientos del embrion e impiden el claro entendimiento
del metabolismo de los embriones en estudios especificos (Eyestone y First,
1989).

Es por ello, que se han desarrollado |os denominados sistemas de cultivo
definidos, en que el medio de cultivo se prepara a partir de componentes

quimicos perfectamente definidos (Thompson, 1996).

El sistema de cultivo con medios definidos incluye a los medios SOF,
SOFM; CR1a, CZB, mTLP-PVA y KSOM (Kim y cols., 1993 b; Carolan y
cols., 1995; Keskintepe y cols.,, 1995; Lee y Fukui, 1995; Keskintepe y
Brackett, 1996; Palasz, 1996; Takahashi, y cols., 1996).
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Estos medios eliminan lavariabilidad de | os resultados, la utilizacion extra
de subproductos de origen animal y tienden a simplificar los sistemas de cultivo

(Carolany coals., 1995; Marquant- L eguienney Humbolt, 1998).

Otro de los sistemas utilizados es el cultivo en medios condicionados. El
medio de cultivo condicionado, es aguel que ha sido utilizado en el cultivo de
otrostipos celulares. De este modo, |as células previamente cultivadas, liberan al
medio sustancias embriotroficas (EGF, bFGF, IGF-11 y TGF-b) que favorecen €l
desarrollo in vitro de los embriones (Voelkel y cols., 1985; Eyestone y First,
1989; Kobayashi y cols., 1992; Vansteenbruggey cols., 1994

2.3.2.- Criterios de evaluacion y cinética de desarrollo
embrionario.

La eficiencia de un sistema de cultivo in vitro de embriones bovinos,
puede ser expresada en los siguientes términos. porcentaje de ovocitos que
alcanzan €l etadio de 2 células (clivados); porcentaje de cigotos que superan el
estadio de 8-16 células (blogueo); porcentaje de compactacion en el estadio de
morula; porcentaje de embriones que evidencian formacion del blastocele; y
eclosion en el estadio de blastocisto (Xu y cols., 1992).

Estos términos de eficiencia, a su vez, son tomados como criterios de
evaluacion, y se expresan como la cantidad de embriones observados en un
estadio del desarrollo embrionario determinado, en relacion a los ovocitos
cocultivados con los espermatozoides; o bien, en relacién a la cantidad de
ovocitos “clivados’. A su vez, estarelacion, esta vinculaday relacionada con €l
tiempo transcurrido desde el cocultivo de los ovocitos con las células

esperméticas (Van Soom y cols., 1992; Xu, y cols., 1992).

33



Revision bibliografica

Barnes y Eyestone (1990) sugieren que los embriones bovinos
producidos in vitro, presentan una evolucién més lenta en el desarrollo
embrionario con respecto a los embriones generados in vivo. Este diferente
comportamiento, se manifiesta especialmente después que los embriones

producidos in vitro alcanzan el estadio de 8 células.

Posteriormente, Grisart y cols. (1996) comprueban que existe un retraso
de entre 30 y 40 h. en la aparicion de los estadios de 8-16 células, morula y
blastocisto en embriones producidos y cultivados in vitro en comparacién alos
producidos in vivo. Del mismo modo, seindicaque las condiciones de cultivo in
vitro pueden tener influenciaen 3 etapas criticas del desarrollo embrionario: a) la
transmision del control maternal del desarrollo embrionario a cigoto; b) la

compactacion del embrion en el estadio de mérulay c) formacion del blastocisto.

Diversos estudios realizados acerca de la cinética del desarrollo
embrionario de embriones bovinos producidos in vitro y utilizan diferentes
condiciones y medios de cultivo para la maduracion y fertilizacion de los
ovocitosy el desarrolloin vitro delosembriones. A pesar deello, el estudio dela
cinética en el desarrollo de embriones producidos in vitro en diferentes
condiciones y medios de cultivo, no arroja importantes variaciones entre si en
funcion del tiempo transcurrido desde la inseminacion (Barnesy First, 1991;
Pollard y coals., 1991; Van Soom y cols., 1992; Xu, y cols,, 1992; Grisart y
cols. , 1996; Keskintepey Brackett, 1996).

De este modo, en funcién de las horas transcurridas desde el cocultivo con
las células espermaticas podemos establecer, la siguiente distribucién del
desarrollo de embriones bovinos, producidosin vitro: en estadio de 2 células (30-
40 h); en estadio de 4 células (40-50 h); en estadio de 8 células (50-70 h); en
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estadio de 8 a 16 células (60-90 h); en estadio de 16 a 32 células (80-110 h), y en
estadio de mas de 32 células a mérula compacta (110-140 h) (Xu y cols., 1992;
Van Soom y cols., 1997; Graisart y cols., 1994).

2.3.3.- Condiciones medioambientales para € cultivo in vitro de
los cigotos y embriones bovinos.

L as condiciones medi oambiental es (temperatura, atmosfera gaseosa, pH y
osmolaridad) parael cultivo in vitro delos cigotosy embriones son consideradas
importantes, para el normal desarrollo en la especie bovina (Phillips, 1988; Del
Campo, 1993).

Latemperatura 6ptima para el adecuado desarrollo in vitro esde 39°C. La
concentracion del 5% de CO, en aire, permite mantener el pH del medio de
desarrolloa7.2 0 7.4y laosmolaridad debe variar en valores comprendidos entre
260 y 300 mOsM. (Phillips, 1988; Del Campo, 1993; Bavister, 1995).

2.4.- Sexado de embriones.

En las especies de interés zootécnico, la posibilidad de identificar el sexo
de los embriones reviste una gran importancia econémica. Por ello, se han
realizado numerosos estudios que incluyen diferentes metodologias con una

ampliavariabilidad en los resultados (Jafar y Flint, 1996).

De este modo, la posibilidad de seleccionar los embriones y modificar la

relacion sexual natural de las crias nacidas (1:1), es potencialmente importante
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para los sistemas productivos en la especie bovina. En este sentido, la
determinacion del sexo tiene al menos dos buenas razones para ponerse en
préctica: 1) aumentar el nimero de crias del sexo deseado, y 2) disminuir el costo
de las hembras receptoras en las transferencias embrionarias (White y cols,,
1982; Anderson, 1987; Van Vliet y cols., 1989; Machati y cols., 1993; Jafar y
Flint, 1996).

2.4.1.- Métodos para € sexado de embriones.

En general, |os métodos que han permitido modificar la proporcion sexual
de las crias nacidas podriamos dividirlos en 2 categorias (Avery y cols., 1989 y
1992; Van Vliet y cols., 1989; Mc. Laren, 1991; Jafar y Flint, 1996).

1-. Métodos invasivos donde incluimos el andlisis citogenético;
hibridacién con sondas de ADN especificas parael cromosomaY y la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

2.- Métodos no invasivos que incluyen la determinacion de enzimas
ligadas al cromosoma X; laidentificacién de antigenos especificos del
sexo (antigeno H-Y) y la diferencia de desarrollo entre embriones

machos y hembras.

2.4.1.1.- Mé&odosinvasivos.

Los métodos invasivos, requieren de la toma de muestras de los
embriones a sexar. Estas muestras pueden ser células embrionarias propiamente
dichas o células del trofoblasto (Jafar y Flint, 1996).
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2.4.1.1.1.-Toma de muestras para € sexado de embriones.

Las diferentes técnicas enunciadas en |os métodos invasivos, requieren de
la toma de muestras en los embriones a sexar. A tal fin, la literatura consultada

cita diversas metodologias y estadios embrionarios.

A .- Muestras celulares obtenidas del trofoblasto de embriones en los dias
12 a 15.

Mediante la utilizacion de este método, es posible obtener un elevado

numero de células que pueden ser sexadas.

Betteridge (1989) sex6 el 68% de 353 embriones biopsiados y solamente
el 33% de ellos, resultaron en gestaciones. El principal inconveniente de este
procedimiento, se genera en el momento del desarrollo embrionario en que son
tomadas las muestras. En losdias 12 a 15, los embriones se encuentran en estadio
de blastocisto eclosionado. En este estadio, los embriones no pueden ser
congelados. De este modo, |a transferencia debe realizarse en el momento, y €
tiempo requerido para el andlisis de los embriones hace poco probable el sexado

y latransferenciael mismo dia (Harey cols., 1976; King, 1984).

B.- Obtencién de células através de biopsias de embriones en los dias 6 a
1.

Para ello, el embridn es sujetado con una pipeta de vidrio montada en un
micromanipulador. Seguidamente, la muestra de células se obtiene con la
utilizacién de una segunda pipeta de vidrio, mediante la succion de una minima
cantidad de blastébmeras (Herr y Reed, 1991; Han y cols., 1993; Kirkpatrick y
Monson, 1993; Gutierrez y cols., 1995).
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Este momento del desarrollo embrionario (dia 6 a 7) coincide con €l
tiempo en que los embriones pueden ser col ectados, congeladosy transferidos en

las hembras receptoras (King, 1984).

Después de latoma de 8 a 10 células de embriones bovinos en estadio de
morula, Moustafa y cols (1978) informan que solamente pueden ser sexados el
59% de los embriones estudiados. Sin embargo, la ventgja de esta segunda
alternativa, radicaen que el tiempo necesario parael sexado no es critico, debido

aque los embriones pueden ser congel ados antes de ser transferidos.

Lautilizacion de este procedimiento en el método de andlisis citogenético,
presenta como inconveniente, el analisis citogenético en si, debido a la poca
cantidad de células obtenidas en la biopsia de los embriones. Las biopsias
realizadas en embriones de los dias 6 0 7, no permiten obtener un nimero
elevado de células sin que ello implique poner en riesgo la viabilidad del
embrién. Detal forma, las células obtenidas, no a canzan para generar suficientes

metafases para el diagndstico citogenético (King, 1984).

La utilizacién de latécnica de biopsiado por aspiracion, causa un trauma
en los embriones. Sin embargo, se ha comprobado que esta accidén no causa
alteracion en el posterior desarrollo in vitro de los embriones (M achaty y cols,
1993; Bredbackay cols., 1995; Gutierrez y cols., 1995).

C.- Particién de embriones de losdias6 a 7.

La muestra de células embrionarias, se obtiene por particion del embrién
en mitades o en cuartos. En caso de utilizarse embriones en estadio de blastocisto
la muestra se toma de células del trofoblasto. De esta forma, una de las partes

puede congelarse y la otra es utilizada parala determinacion del sexo (Van Vliet
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y cols,, 1989; Kuznetsov, 1991; Hochman y cols., 1996). Sin embargo, la
particion de los embriones, produce un importante dafio en la zona pel lcida que

puede comprometer su viabilidad en el congelado (Thibier y cols., 1995).

Utilizando el método de andlisis citogenético, Picard y cols. (1985)
incrementan la cantidad de embriones sexados. Del mismo modo, estos autores
informan que mediante la utilizacion de este método, |os embriones calificados
como muy buenos tienen mayores ventgjas comparativas en el desarrollo post-

descongelado, en comparacion alos de inferior calidad.

Dentro de los métodos invasivos, incluimos el andlisis citogenético,
hibridacién con sondas de ADN especificas para el cromosoma Y y lareaccion

en cadena de la polimerasa (PCR).

2.4.1.1.2.- Andlisis citogenético.

Segun el trabajo publicado por Betteridge, (1989) el andlisis citogenético
fue el primer método utilizado para sexar embriones de ratdn, conejos, bovinosy
ovinos. Esta técnica, consiste en cultivar in vitro una muestra de células
embrionarias, o bien, el embrion, en medio de cultivo suplementado con agentes
mitostaticos, para sincronizar €l ciclo celular (Tarkowski, 1966; Kingy cols.,
1979; King, 1984).

La sincronizacion del ciclo celular, es utilizada para incrementar el
numero y calidad de las metafases a través del empleo de agentes mitostéticos.
Estos agentes, incrementan el nimero de metafases en una poblacion celular
determinada, impidiendo la formacion de los microtabulos o lainhibicion de la

sintesis de ADN (Hosepian De Lima, y cols., 1994).
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L os agentes mitostaticos principa mente utilizados son colchicinay FdU-
timi dina-col chicina, habiéndose estudiado diferentes concentraciones einterval os
de tiempo de utilizacién (Mahler y Cordes, 1971; Kingy cols,, 1979; Singh y
Hare, 1980; Picard y cols., 1984; Rall y Leibo, 1987; Iwazaki y Nakahara,
1990; Hosepian De Lima, y cols., 1994; Kawarsky y cols., 1996).

Hosepian de Lima y cols. (1994) informan que la exposicion de los
embriones bovinos a colchicina o FdU-timidina-colchicina, durante 8 h. fue
superior alos obtenidos con exposiciones de 2-4-6-8 0 15 horas. De este modo,
las blastdmeras cultivadas in vitro detienen su ciclo celular en metafase y
seguidamente, se montan en portaobjetos para ser fijadas y tefiidas.
Posteriormente, los preparados son observados bajo microscopio a x1000
(Picard y cols., 1985; Dorland y cols.,, 1993; Kawarsky y cols., 1996;
Lechniak y cols., 1998).

En la especie bovina, el cromosoma X es facilmente identificable por su
tamano y estructura diferencial, con respecto al cromosoma Y. En los machos,
existe un solo cromosoma X, largo y submetacéntrico y el cromosoma Y es

pequefio y metacéntrico (Hosepian De Lima, y cols., 1994).

La eficiencia en el sexado de embriones a través de éste método, es alta
dependiendo de la obtencidn de biopsias de alta calidad y suficiente nUmero de
células a efectos de lograr metafases en las que se puede visualizar con claridad

los cromosomas sexuales (King, 1984).

También debe tenerse en cuenta la experiencia del operador, ya que el

embrién utilizado debe mantener su viabilidad después de labiopsia. En general,

40



Revision bibliografica

se estima que un operador entrenado, necesita aproximadamente 5 h. para

procesar un total de 12 a 15 embriones (Van Vliet y cols., 1989).

El andlisis citogenético carece de error y puede ser utilizado para
confirmar los resultados de otras técnicas alternativas de sexado de embriones.
No obstante, la principal dificultad es |a adaptacion de esta técnica de sexado a
los procedimientos de laindustria de las transferencias embrionarias (L eonard y
cols., 1988; Van Vliet y cols., 1989).

2.4.1.1.3.- Hibridacion con sondas de ADN especificas para €
cromosoma Y.

La aplicacion de esta técnica requiere de la toma de una muestra de
material embrionarioy lahibridacion del ADN total delamuestraobtenidaauna
secuencia marcada de ADN especifica para el cromosomaY (Van Vliet y cols,,
1989).

Las sondas de ADN especificas para el cromosoma Y pueden estar
marcadas con compuestos radioactivos o0 no radioactivos. Las sondas marcadas
con biotina, permiten la visualizacién de la reaccién por coloracion. La
utilizacion de este procedimiento, permite sexar una elevada proporcion de los
embriones bajo estudio, sin la necesidad de equipamiento sofisticado, productos
guimicos de vida media limitada y de manipulacién peligrosa, o el empleo de
personal altamente entrenado en el manejo de este tipo de productos (Van Vliet y
cols., 1989).

La interpretacion de la prueba es la siguiente: si los resultados de la

hibridacion son positivos, estamos en presencia del cromosoma Y o que nos
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indica que los embriones son machos; si los resultados de la hibridacion son
negativos, estamos en ausencia del cromosoma Y |o que nos indica que los
embriones son hembras (L eonard y cols., 1988; Popescu y cols., 1988; Bondioli
y cols,, 1989; Van Vliet y cols., 1989; Jafar y Flint, 1996).

Leonard y cols (1988) sexaron embriones bovinos de 7 a8 dias utilizando
células del trofoblasto embrionario. El sexado se realiz6 empleando una sonda
bovina marcada con biotina especifica para el cromosoma Y disefiada por

Popescu y cols. (1988).

Bondioli y cols. (1989) utilizaron 4 sondas especificas diferentes para
sexar embriones bovinos de 6 y 7 dias, con una muestra de 10 células
aproximadamente. Los resultados obtenidos permiten sexar un elevado

porcentaje de embriones sin afectar el posterior desarrollo durante la gestacion.

2.4.1.1.4.- Reaccion en cadena dela polimerasa (PCR).

Otra alternativa para la determinacion del sexo en los embriones, es la
utilizacion del método PCR. La misma, se basa en la amplificacion in vitro de
secuencias especificas de ADN embrionario, a través de sucesivas etapas a
diferentes temperaturas y tiempos (Peura y cols.,, 1991; Han y cols., 1993;
Kirkpatrick y Monson, 1993; Machaty y cols., 1993; Bredbacka y cols.,
1995; Hochman y cols., 1996).

La muestra de células obtenida mediante cualquiera de los métodos
descritos anteriormente, se deposita en un tubo cénico que contiene enzima
proteinasa K y 2 oligonucledtidos de hebra simple denominados “primers’. Los

primers, se utilizan paraampliar los extremos de la cadenade ADN de lamuestra
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de células obtenidas. Esta preparacion, se incuba durante 60 min a 55°C.
Posteriormente, la preparacion que contiene el ADN, la proteinasa K, y los
primers, esinactivadapor accion del calor (95°C) durante 15 min. Seguidamente,
se agregan los nucledtidos y la enzima ADN polimerasa (TAQ polimerasa) para
catalizar la amplificacion del ADN (Postiglioni y cols., 1995; Thibier y cols.,
1995; Ohh, y cols,, 1996; Tribuloy Argerafia, 1996).

La amplificacion del ADN, se realiza en un ciclador térmico en 3 ciclos:
desnaturalizacion, templado y extensién y serealizan treinta repeticiones de cada
ciclo parala amplificacion del ADN. Posteriormente, la muestra se siembra en
gel de agarosa y se tifie con bromuro de etidio, el cual se une a ADN. De esta
manera, €l ADN se visualiza con luz ultravioleta (Postiglioni y cols., 1995;
Thibier y cols., 1995; Ohhy cols., 1996; Tribuloy cols., 1996).

Conjuntamente con la muestra de células embrionarias a sexar, se
procesan 5 controles: 3 machos positivos (20, 50 y 200 pg de ADN de macho), 1
hembra positiva (100 pg de ADN de hembra) y 1 control negativo (sin ADN).
Estos controles estdn sujetos a los mismos procedimientos enunciados
anteriormente parala muestraa sexar (Postiglioni y cols., 1995; Thibier y cols.,
1995; Ohhy cols., 1996; Tribuloy cols., 1996).

Podriamos dar un ejemplo para la interpretaciéon de los resultados
utilizando la sonda denominada BC1.2., con una secuenciade 150 pares de bases
(pb), especifica para la género Bos: e embrién es considerado macho, si son
visualizadas las bandas de 443 pb 'y 148 pb. y hembra, si |labanda de 148 pb esta
ausente. La banda de 20 pb esta presente en todos los controles y corresponde a
primers no hibridizados (Thibier y cols., 1995).
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El tiempo total requerido desde la colecta de los embriones a la
determinacion del sexo por este método, es de aproximadamente 5 horas. En
general si latoma de la muestra es correcta es esperabl e obtener entre 65 %y un
95% de eficiencia. Otra condicién necesaria para asegurar la eficiencia del
método, es la adecuada manipulacion y reemplazo de los materiales utilizados
(micropipetas, microtubos, tips, etc.). Esto es necesario para evitar la
contaminacion con ADN de las diferentes muestras. Si estas condiciones no son
tenidas en cuenta, se puede obtener la lectura de bandas erréticas (Postiglioni y
cols,, 1995; Thibier y cols., 1995; Tribuloy cols., 1996).

2.4.1.2.- Mé&odos no invasivos.

Los métodos no invasivos no requieren de la toma de muestras de los
embriones para la determinacion del sexo. Dentro de los métodos no invasivos,
incluimos la determinacion de enzimas ligadas al cromosoma X, la utilizacion
del antigeno H-Y y la diferencia de desarrollo entre embriones machos y

hembras.

2.4.1.2.1.- Enzimas ligadas al cromosoma X.

En los mamiferos, el sexo homogamético estd compuesto por dos
cromosomas XX y el heterogamético por un cromosoma X y un Y. Para
mantener un numero equivalente de genes en los dos sexos, uno de los
cromosomas X de la hembra es inactivado en cada céluladel embrién en lavida

embrionariatemprana (Lyon, 1972).
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Enlaactualidad, el momento en que ocurre lainactivacién del cromosoma
X no es conocido. Sin embargo, varios estudios sugieren gque existe un breve
periodo de tiempo entre la activacion del genoma embrionario y lainactivacion
del cromosoma X (Monk y Harper, 1978).

Este proceso, es reflgjado en un aumento de la concentracion y actividad
de ciertasenzimas celularesligadas al cromosoma X. Dichaconcentracién es dos
veces mayor en los embriones hembras que en |os embriones machos. Del mismo
modo, laactividad enziméticaligadaal cromosoma X, debe ser comparadacon la
actividad enzimética de los autosomas. Este hecho, justifica la variacion
individual en el metabolismo embrionario entre machosy hembras (Van Vliet y
cols., 1989).

Tomando como base la hipétesis, de ladoble concentracion delas enzimas
ligadas al cromosoma X y el hecho que la actividad enzimética autosomal es
mayor en los embriones hembras que en los machos, Williams (1986) y Monk y
Handyside (1988) sexaron embriones de ratdén obtenidos de hembras

superovuladas.

Este estudio se realiz6 examinando la actividad de la enzima ligadas al
cromosoma X: Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD). Para €llo, los
embriones de raton fueron incubados in vitro, en medio de cultivo que contiene
como sustrato G6PD, co-enzima NADP y como indicador colorimétrico y azul
cresyl brillante. Después del cultivoin vitro, los embriones fueron clasificados en
dos categorias de acuerdo alaintensidad de la coloracién: 1) tincion oscura: 1o
gue equivale a baja actividad enzimética de la G6PD o0 machos y 2) tincion
clara: 1o que equivale a alta actividad enzimética de la G6PD o hembras. Los

embriones estudiados, fueron posteriormente transferidos a hembras receptoras.
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L os resultados obtenidos demuestran que el 72% de |os embriones transferidos y
nacidos de la categoria 2 (coloracion clara) fueron hembras 'y e 57% de los
embriones transferidos y nacidos, fueron correctamente identificados en la

categoria 1 coloracion oscura o machos (Williams, 1986).

Un aspecto importante a considerar en la aplicacion de esta técnica de
sexado en embriones bovinos, radica en que la activacion del genoma ocurre en
el estadio de 8 a 16 células. Por lo tanto, debe tenerse cuidado y asegurar que la
determinacion de la actividad enzimética, es el resultado de la transcripcion del
embrion (Van Vliet y cols., 1989). Del mismo modo, Reiger (1984) propone la
utilizacion de esta técnica para evaluar la viabilidad de |os embriones, dado que

|a actividad enzimética esta en estrecha vinculacion con la actividad celular.

24.1.2.2.- ldentificacibn de antigenos especificos de sexo
(antigeno H-Y).

Laexistenciade un antigeno especifico del sexo fue propuestapor primera
vez por Eichwald y cols. (1955), cuando observaron que hembras de ratones
rechazaban injertos de piel de machos de lamisma cepa. Estas observaciones, no
ocurrian enlosinjertos entre las demas combinaciones sexual es. hembra-hembra,
hembra-macho, macho-macho. Entonces, se supo que esta respuesta se debe a
gue en lapiel del macho se encuentra una sustancia capaz de desencadenar una
respuesta inmune en un receptor hembra, generando como consecuencia el

rechazo del tejido portador del antigeno (Ander son, 1987).

Asimismo, el antigeno H-Y ha sido definido por otros métodos
inmunol 6gicos queincluyen lacitélisismediada por células T y citotoxicidad por
antisuero (Muller, 1996; Wolf, 1998).
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Posteriormente, este antigeno especifico de macho fue denominado de
histocompatibilidad-Y o antigeno H-Y y se encuentra en células sométicas en el
sexo heterogamético (XY o machos). El antigeno H-Y tiene un peso molecular
de 18.000 d y est4 constituido por polipéptidos hidrofébicos, con 162
aminoécidos glucosilados por 5 o 6 residuos de glucosamina (Krco y Goldberg,
1976; Whitey cols, 1983, 1984y 1987 ay c; Nakamuray cols., 1984).

El gen que controlalaexpresion de H-Y (Hya) fuelocalizado en el brazo
corto del cromosoma Y y su presencia conjuntamente con el gen del antigeno
serolégico detectado en sangre de macho (SDMA), es esencia para la
espermatogenesis (Simpson y cols., 1982; Mc. Laren y cols., 1988; Agulnik y
cols, 1994; Scott y cols., 1995).

2.4.1.2.2.1.- Produccién de anticuer posH-Y.

Existen dos metodologias para la produccion de anticuerpos H-Y
(Goldberg y cols., 1971; White y cols.,, 1982 y 1983; Wachtel, 1984;
Piedrahitay Anderson, 1985; Anderson, 1987; Booman y cols., 1989; Utsumi
y cols.,, 1991y 1993; Hossepian deLimay cols., 1994; Gardén y Tartaglione,
1995).

A.- Inmunizacién de hembras con células de macho de la misma especie.

B.- Produccion de anticuerpos monoclonales.

Lainmunizacion de hembras con células de macho de la misma especie,
estimula la produccién de anticuerpos policlonales H-Y . Estos anticuerpos son
obtenidos del suero recogido de hembras inmunizadas con implantes de piel de

macho, administracion de células de bazo de macho o células aisladas de
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testicul os, de machos recién nacidos de la misma cepa (Goldbergy cols., 1971;
Whitey cols., 1982; Piedrahitay Anderson, 1985; Anderson, 1987; Utsumi y
cols., 1991 y 1993; Hossepian de Limay cols., 1994; Gardén y Tartaglione,
1995).

Como explicamos anteriormente, |os anticuerpos H-Y son producidos por
inmunizacién de hembras de rata o raton. Estas hembras producen anticuerpos
policlonales H-Y, que son obtenidos del suero. El test de citotoxicidad
espermética puede ser utilizado, para determinar la capacidad de las hembras
inmunizadas para producir antisuero H-Y. Por lo tanto, éste test permite la
identificacion de las hembras con altos titulos de anticuerpos (Goldbergy cols.,
1971; White y cols., 1982; Wachtel, 1984; Piedrahita y Anderson, 1985;
Anderson, 1987; Utsumi y cols., 1991 y 1993; Hossepian de Lima y cols.,
1994; Gardén y Tartaglione, 1995).

La produccion de anticuerpos monoclonales H-Y de la subclase IgM se
realiza mediante la fusién de células del mieloma NS-1, con esplenocitos de
hembras de diferentes cepas de raton inmunizadas con esplenocitos de machos de
lamisma cepa. La posterior seleccion de clones especificos serealizaatravés de
procedi mientos de radioinmunoensayo empleando linfocitos de macho y hembra,
o0 mediante test de Elisa (Koo y cols., 1981; White y cols., 1983; Brunner y
Wachtel, 1988; Wachtel y cols., 1988; Boomann y cols., 1989; Veerhuisy
cols., 1994).
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2.4.1.2.2.2.- Utilizacion de anticuerpos H-Y para € sexado de
embriones.

Distintos autores han comprobado, que €l antigeno H-Y se expresa en
embriones en estadios preimplantacionales de diferentes especies animales tales
como: bovinos (White y cols., 1984 y 1987 a y b; Simpson y cols., 1997),
porcinos (Whitey cols., 1985), ovinos (Whitey cols., 1987c), conejos (Gardner
y Edwards 1968) y en ratay ratén (Wachtel y cols., 1975, 1984y 1988; Krcoy
Goldberg, 1976; Silver y cols., 1977; Epstein y cols., 1980; Simpson, 1982;
Lalay Kim, 1984; Tartaglione, 1996).

La utilizacién de anticuerpos H-Y en la especie bovina ha sido objeto de
estudio en embriones producidos in vivo, desde el estadio de 4 células hasta
blastocisto. Sin embargo, los embriones bovinos pueden ser sexados Unicamente
a partir del estadio de 8 células (Anderson, 1987; Whitey cols., 1987 a 'y b;
Wachtel y cols., 1988; Averyy cols., 1992; Utsumi y cols., 1993; Hosepian de
Limay cols., 1994; Veerhuisy cols., 1994).

Hasta el presente se han descrito 2 métodos para detectar el antigeno H-Y
en los embriones; e méodo de citotoxicidad y e méodo de

inmunofluorescencia (Van Vliet y cols., 1989).

En el método de citotoxicidad, €l cultivo in vitro de los embriones con
anticuerpos H-Y mas complemento provoca alteraciones de aquellos embriones
en los que se encuentra presente el antigeno H-Y (machos), quedando sin ser
afectados aquellos donde el antigeno no se expresa (hembras). A su vez, estas
alteraciones pueden manifestarse como retraso en el desarrollo embrionario
in vitro, citélisis de una o mas blastébmeras o inhibicién en la formacion del
blastocele (Utsumi y cols., 1983 y 1993).
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L os complementos cominmente utilizados son suero de cobayo o suero de
conejo de baja toxicidad, diluidos en diferentes proporciones a efectos de no
aterar el normal desarrollo in vitro de los embriones (Anderson, 1987; Van
Vliet y cols., 1989; Gardén y Tartaglione, 1995).

En el método de inmunofluorescencia, los embriones son expuestos al
anticuerpo H-Y durante 30 minutos. Posteriormente, |os embriones son expuestos
a un segundo anticuerpo (inmunoglobulina de cabra anti-ratén) conjugado con
isotiocinato de fluoresceina (FITC). Los embriones son evaluados, por la
presencia o ausencia de FITC bajo microscopio con luz ultraviol etaincorporada
(Anderson, 1987; Wachtel y cols., 1988; Van Vliet y cols., 1989).

Jafar y Flint (1996) informan que mediante la utilizacion de este método
de sexado, es posible obtener valores de eficiencia variables entre el 73% vy el
87%. De este modo, esta metodol ogia permite diferenciar hembras de machos en
estadios preimplantacionalesy podria utilizarse cotidianamente en laindustriade

las transferencias embrionaria

2.4.1.2.3.- Diferencia de desarrollo entre embriones machos y
hembras.

V arios estudios sugieren que existe una alteracion en larelacion sexual de
los embriones bovinos producidos por fertilizacion in vitro, indicando que los
embriones machos se encuentran mas avanzados en el desarrollo respecto de las
hembras. Estas observaciones, han sido confirmadas en aquellos embriones
producidos in vivo provenientes de vacas sometidas a tratamientos de

superovulacion (Avery y cols., 1989y 1991 ay b; Kingy cols., 1991; Carvalho
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y cols., 1995; Grisat y cols., 1995; Gutierrez-Adan y cols., 1996; Dominko y
First, 1997).

En principio, se sugiere que el mayor desarrollo in vitro de los embriones
machos durante los primeros 8 dias del desarrollo post-fertilizacion in vitro, se
deben a que la expresién de los genes relacionados con el sexo afecta el
desarrollo de los embriones después de su activacion (Avey y cols., 1989 ay b,
1991y 1992; Mermillod y cols., 1992).

Gutierrez y cols. (1995) sugieren gue la glucosa esta involucrada en la
alteracion de la relacion sexual, debido a la diferencia existente en e
metabolismo de ésta entre los embriones machos y los embriones hembras.
Asimismo, en las condiciones de cocultivo in vitro con presencia de diferentes

tipos celulares, la glucosa esté en continua modificacion

Basados en esta afirmacion, Grisart y cols (1995) indican que las
condiciones de cultivo in vitro de los embriones podrian estar asociadas. De este
modo, demuestran que los sistemas de cocultivo producen alteraciones en la

relacion sexual de los embriones en comparacion a sistemas condicionados.

Gutierrez-Adan y cols. (1996) sugieren, que las causas de las diferencias
en el desarrollo de los embriones machos y hembras son debidas a la presencia
del cromosoma Y. Estas pueden deberse al antigeno H-Y, o bien, a factores de

crecimiento del cromosoma' .
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Material y método

En este trabgo es necesario determinar los siguientes apartados:
maduracion in vitro de ovocitos, fertilizacion in vitro de ovocitos, desarrollo in
vitro de cigotos 'y embriones, cultivo in vitro de embriones con antisuero H-Y y

determinacion del sexo através delos niveles de citotoxicidad del antisuero H-Y.

3.1.- Maduracion in vitro de ovocitos.

Para la maduracion in vitro de los ovocitos se necesitan tres etapas:

recuperacion de los ovarios en matadero; obtencién y clasificacion de los
ovocitosy cultivo in vitro de ovocitos.

3.1.1.- Recuperacion de ovarios en matadero.

Hemos utilizado 3180 ovarios provenientes de 1590 vacas Aberdeen
Angus adultas, sacrificadas en el matadero Nueva Escocia, sito en la ciudad de

Luis Guillon, partido de Monte Grande, Buenos Aires, Argentina (tabla ). Los
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ovarios se obtuvieron en diferentes dias conformandose un total de 18 replicados
distribuidos segun estadio del desarrollo embrionario en el que posteriormente se
utilizarian los embriones para ser sexados: 6 replicados de 80 ovarios cada uno
que constituyeron el grupo de 4-8 células a las 48 hs.; 6 replicados de 200
ovarios cada uno que constituyeron el grupo de menosde 32 célulasalas 96 hs. y
6 replicados de 250 ovarios cada uno que constituyeron el grupo de més de 32

célulasalas 120 hs.

In situ, se seccionan los ovarios del tracto reproductor femenino y se
colocan en un termo que contiene solucion salina  estéril y
antibi6ticog/antimicoticos (100 Ul/ml de penicilina, 100 ng/ml de estreptomicina
y 0.25 ng/ml de amfotericina B) a 30°C. Seguidamente, se transportan hasta el
|aboratorio dentro de los 30 minutos posteriores al sacrificio delosanimales, y se

mantienen a esta temperatura durante 4 h. antes de obtener los ovocitos.

3.1.2.- Obtencion y clasificacion de ovocitos.

De los ovarios recuperados en el matadero, en el laboratorio obtenemos
18.524 ovocitos por puncion de los foliculos ovéricos de 1 a 6 mm de A que
presentan superficie clara (foto 1y Tabla I). Para ello, el contenido folicular se
aspira con una aguja 18-g unida a unajeringa de 5 ml y se coloca en placas de
cultivo estériles, desechables, de 60 mm de 4 (foto 2).

El medio de recoleccion utilizado es el TCM-199 (tissue culture medium
199) hepes tamponado suplementado con sales de Earle. El diade su utilizacién
se adicionan 10% de suero fetal bovino (SFB), 0.2 mM de piruvato de sodio y

50 ng/ml de sulfato de gentamicina.
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Una vez obtenidos los ovocitos, se seleccionan bao microscopio
estereoscopico a x50 (Nikon modelo SMZ2B) evaluando su apariencia general,
citoplasmay células del cimulus que los rodean. Aquellos ovocitos que estén
completamente rodeados por 3 0 mas capas compactas de células del cimulusy
presenten ovoplasmas homogéneos, se clasifican como aptos y se seleccionan
para maduracion in vitro (foto 3). Por el contrario, aguellos que estén rodeados
por menos de 3 estratos de células del cumulus, cumulus no compacto y
presenten ovoplasmas heterogéneos o picnaticos se clasifican como no aptosy se

descartan para maduracion in vitro (foto 4).

3.1.3.- Cultivo in vitro de ovocitos.

El cultivo in vitro de los 5.305 ovocitos seleccionados como aptos
(tabla 1) para el cultivo, se realiza en microgotas de 100 pl. de medio de
maduracién TCM-199 suplementado con sales de Earle. El diade su utilizacion,
se adicionan 0.5 ng/ml de FSH ovina, 5 ng/ml LH ovina, 1 ng/ml de 1713
estradiol, 25 mM de piruvato de sodio, 10 % de SFB y 50 ng/ml de sulfato de

gentamicina.

Las microgotas se preparan en placas de cultivo estériles desechables, de
60 mm de Ay se cubren con 6 ml de aceite de parafina. Seguidamente, las placas
se colocan en camara de cultivo (Heraeus modelo 5061 EC/O2) con atmosfera
humidificada a 39°C y 5% de CO, en aire durante 2 horas (tiempo de equilibrio)
antes de colocar 10s ovocitos seleccionados. Posteriormente, se colocan de 10 a
15 ovocitos escogidos por microgotade 100 pl. Lamaduracion delos ovocitos se
realiza en cAmarade cultivo con atmésferahumidificadaa 39 °Cy 5% de CO, en

aire durante 24 horas.
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Finalizado el periodo de cultivo, el grado de maduracion in vitro se
determina en una muestra total de 180 ovocitos tomada al azar (tabla lll). Dela
muestra de ovocitos, se evalUa el grado de expansién delas célulasdel cimulusy
posteriormente estas células se quitan en forma mecénica por aspiracion.
Seguidamente, los ovocitos denudados se fijan en etanol:acido acético (3:1v/v) y
se tifien con aceto-orceina a 1% parala evaluacion microscopica a x400 (Zeiss
modelo axiovert 135) del primer corpusculo polar y la metafase 1. Aquellos
ovocitos que presenten el primer corpusculo polar y se encuentren en estadio de

metafase |1, se consideran madurados (fotos 5 y 6).

3.2.- Fertilizacion in vitro de ovocitos.

Para la fertilizacion in vitro de los ovocitos, se necesitan las siguientes

etapas. preparacion del semen de toro y cocultivo de este, con los ovocitos.

3.2.1.- Preparacion del semen detoro.

Se utilizan 40 dosis de semen bovino congelado en pellets, pertenecientes
al mismo eyaculado del toro de nombre “Investor” de raza lechera Holando
Argentino. El pellet de semen se descongela en 1 ml de medio B.O. a 37°C
durante 30 segundos. Seguidamente, se procede a determinar su calidad,
realizando las siguientes evaluaciones en muestras tomadas al azar del semen
descongelado: motilidad individual en platina térmica a 37°C, y relacion

vivos/muertos determinada con la técnica eosina-nigrosina.
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Una vez determinada la calidad del semen, se procede a lavado por
centrifugacién a 500 g. durante 10 min, (Sorvall® modelo RC/5B) en medio B.O
modificado pH 7.4 y suplementado con 3.88 mg/ml de cafeina-benzoato de sodio
y 0.02 mg/ml de heparinasal sodica. El pellet resultante se diluye en medio B.O.
modificado y suplementado con 20 mg/ml de albumina sérica bovina (libre de
acidos grasos) y 1.8 mg/ml de lactato de calcio hasta obtener una concentracién
final aproximada de 1.5 x 10° espermatozoides/ml.

Dicho preparado, se mantiene en la camarade cultivo 10 minutos antes de
colocar los ovocitos hasta un maximo de 30 minutos. Posteriormente, se preparan
las microgotas de inseminacion de 100 pl de la preparacién de espermatozoides
de toro en placas de cultivo estériles desachables, de 60 mm de A& Las
microgotas se recubren con 6 ml de aceite de parafinay las placas se colocan en
atmosfera humidificadaa 39°Cy 5 % de CO, en aire.

3.2.2.- Cocultivo delos ovocitos con las células esper méticas.

Antes de transcurridos 30 minutos de la preparacion del semen, los 5.125
ovocitos cultivados y madurados in vitro (5.305 ovocitos aptos menos 180
ovocitos tomados como muestra para evaluar maduracion in vitro) se lavan 3
veces en medio B.O. suplementado con 20 mg/ml de albimina sérica bovina
(libre de &cidos grasos). Seguidamente, de 10 a 15 de estos ovocitos
sel eccionados se transfieren alas microgotas de semen preparado. El cocultivo de
los ovocitos y las células esperméticas se realiza durante 8 h. en camara de

cultivo con atmdésfera humidificadaa 39 °Cy 5 % de CO, en aire.
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Dieciocho horas después de finalizado el periodo de fertilizacion, se toma
al azar una muestra de 180 ovocitos cocultivados con semen detoro (tabla V), a
efectos de determinar el grado defertilizacion alcanzado. A tal fin, son separados
delas células del cimulus que los rodean en forma mecanica, mediante repetidas
aspiraciones a través de una fina pipeta de vidrio. Seguidamente, se fijan en
etanol:acido acético (3:1 v/v) y posteriormente se tifien todas las muestras con

aceto-orceina al 1% parala evaluacién microscopica a x400.

De este modo, se consideran fertilizados, aguellos ovocitos que presenten
emision del segundo cuerpo polar, prontcleo masculino y femenino y fragmento
de cola espermética. Asimismo, se consideran polispérmicos aquellos ovocitos

gue presenten mas de dos proncleos. Ver fotos 7 y 8.

3.3.- Desarrolloin vitro de presuntos cigotosy embriones.

Para el desarrollo in vitro de los presuntos cigotos y embriones se
necesitan dos etapas: preparacion de las células oviductales y cocultivo in vitro

de los presuntos cigotos y embriones con células oviductales (BOEC).

3.3.1.- Preparacién de cdlulas oviductales (BOEC).

Para ello, empleamos 40 oviductos cuyo ovario ipsilateral presentaba
foliculo preovulatorio o cuerpo hemorragico (foto 9). Los oviductos son
colectados en el matadero Nueva Escocia, sito en la ciudad de Luis Guillon,
partido de Monte Grande, Buenos Aires, Argentina, y transportados al

laboratorio en nevera con hielo, dentro de los 30 minutos posteriores al sacrificio
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de los animales. Los oviductos se lavan 3 veces en solucion salina estéril y se

l[impian de los tejidos de sostén.

Las células BOEC son extraidas por compresion del oviducto con un
portaobjetos de vidrio, desde laregion del infundibulo haciael istmo (foto 10). El
tejido extraido se transfiere a tubos conicos estériles desechables de 10 ml de
capacidad. Seguidamente, se adicionan 8 ml de medio TCM-199 hepes
tamponado y suplementado con sales de Earle, 10% de SFB vy
antibi 6ti cos/antimicéticos (100 Ul/ml de penicilina, 100 ng/ml de estreptomicina
y 0.25 ng/ml de amfotericina B) y se lava 3 veces por centrifugacion a 500 g.
durante 10 min. Después de cada lavado, €l pellet se disocia mediante repetidas
aspiraciones utilizando una aguja 20-g. unida a una jeringa de 10 ml, ambos
estériles (foto 11).

Después del ultimo lavado, la concentracion de células BOEC es gjustada
a1:20 (v/v) utilizando medio TCM-199 suplementado con sales de Earle, 10% de
SFB y 50 ng/ml de sulfato de gentamicina. Posteriormente, se colocan 5 ml de

esta preparacion en placas de cultivo de 60 mm de A estériles y desechables.

El cultivo de las células BOEC se redliza durante 48 h. en camara de
cultivo con atmésfera humidificada a 39°C y 5 % de CO, en aire. Finalizado €l
periodo de cultivo, estas células forman vesiculas las cuales se utilizan como

agente para el cocultivo con los presuntos cigotos 'y embriones (foto 12).
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3.3.2.- Cocultivo in vitro de presuntos cigotos y embriones con
células BOEC.

Después del periodo de fertilizacion, 4.945 ovocitos (5.125 cocultivados
con espermatozoides menos 180 ovocitos tomados como muestra para evaluar
fertilizacion in vitro) se lavan 3 veces en medio TCM-199 hepes tamponado y
suplementado con sales de Earle, 10% de suero fetal bovino y 50 ng/ml de

sulfato de gentamicinay se transfieren a medio de desarrollo.

El medio de desarrollo, consiste en medio TCM-199 suplementado con
sales de Earle, 10% de suero fetal bovino, 50 ng/ml de sulfato de gentamicinay
de 20 a 25 vesiculas de células BOEC. El cultivo in vitro, de 10 a 15 cigotos o
embriones por microgota de 100 pl de medio de desarrollo, se realiza en camara
de cultivo con atmosfera humidificadaa 39°Cy 5 % de CO, en aire (foto 13).

3.4.- Cultivo in vitro de embriones con antisuero H-Y.

Unavez que los cigotos han sido cocultivados, han evolucionado aformas
embrionarias desarrolladas in vitro. Estos embriones son objeto de estudio para
determinar la posibilidad de ser sexados en diferentes estadios del desarrollo. De
este modo, la determinacion del sexo se realiza mediante el cocultivo de los
embriones con células BOEC en medio TCM-199 suplementado y que ademas
contiene anticuerpos H-Y obtenidos en el suero de ratas inmunizadas de la cepa

Wistar y suero de cobayo que se utiliza como complemento.

A tal fin, el total de 2.076 embriones obtenidos en los 18 replicados fueron
distribuidos en 6 ensayos para cada uno de diferentes grupos, determinados

segun las horas transcurridas desde el cocultivo con las células esperméticas
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in vitro. De este modo los grupos conformados son: €l grupo de 4-8 células de
493 embriones (tabla VII) alas 48 horas; el grupo de menos de 32 células de 758
embriones (tabla VIII) alas 96 horas y el grupo de mas de 32 células de 825

embriones (tabla 1X) alas 120 horas.

A su vez, todos los embriones de estos tres grupos se reparten en igual
nimero y a azar en cuatro subgrupos (Control 1: n=123, 189 y 207; Control 1I:
n= 123, 189y 205; Control 111: n=123, 190y 206 y Tratados: n= 124, 190y 207
paralos grupos de 4-8, <32y >32 células) afin de evaluar, de maneraindividual
0 conjunta, el efecto de los diferentes componentes del medio de cultivo parala

determinacion del sexo.

De esta manera, los embriones del subgrupo Control | se cocultivan con
células BOEC, en medio TCM-199 suplementado con sales de Earle, 10% de
SFB y 50 ng./ml. de sulfato de gentamicina.

El Control Il -suero de cobayo- se cocultivan con células BOEC, en
66,66% (v/v) de medio TCM-199 suplementado con sales de Earle, 10% de SFB,
50 ng/ml de sulfato de gentamicinay 33,33% (v/v) de suero de cobayo diluido

1/3 en medio TCM-199 utilizado como complemento.

El Control 111 -antisuero H-Y- se cocultivan con células BOEC, en
66,66% (v/v) de medio TCM-199 suplementado con sales de Earle, 10% de SFB,
50 ng/ml de sulfato de gentamicinay 33,33% (v/v) de antisuero H-Y diluido 1/5
en medio TCM-199.

El Tratados se cocultivan con células BOEC, en 33,33% (v/v) de medio

TCM-199 suplementado con sales de Earle, 10% de SFB, 50 ng/ml de sulfato de

60



Material y método

gentamicina, 33,33% (v/v) de suero de cobayo diluido 1/3 en medio TCM-199y
33,33% (v/v) de antisuero H-Y diluido 1/5 en medio TCM-199.

Todos los cultivos de los embriones pertenecientes a los grupos (4-8,
menos de 32 y mas de 32 células) y subgrupos (Controles|, 1, 111 y Tratados) se
realizan en microgotas de 100 pl, colocadas en placas estériles desechables de 60
mm de A, durante 24 h. en cdmara de cultivo con atmosfera humidificada a
39°Cy5%deCO,enaire. Ver foto 14,15y 16.

3.5.- Determinacion del sexo a través de los niveles de
citotoxicidad del antisuero H-Y.

La evaluacion de los niveles de citotoxicidad obtenidos en los
diferentes grupos experimentales, se determina de acuerdo del grado de
desarrollo in vitro acanzado y apariencia morfologica. Los grupos
experimental es estan conformados por el grupo de 4-8 células de 493 embriones
(tabla VII) alas 48 horas; €l grupo de menos de 32 células de 758 embriones
(tabla VIII) alas 96 horas y € grupo de mas de 32 células de 825 embriones
(tabla IX) alas 120 horas. Son considerados como afectados (H-Y + 6 machos)
aquellos embriones que presenten retardo en el desarrollo in vitro o degeneracion
de una o més blastémeras. Por €l contrario, aquellos embriones que no presentan
retardo en el desarrollo in vitro ni degeneracion de una o més blastémeras, son

considerados como no afectados (H-Y— 6 hembras). Ver fotos 17 y 18.

A efectos de comprobar larelacion existente entre nivel es de citotoxicidad
obtenidosy el sexo delos embriones sometidos al antisuero, se procede aevaluar
el sexo de los mismos a través del cariotipo. Para ello, una vez finalizado el

periodo de cultivo en cada uno de los grupos y subgrupos experimentales
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(4-8, menos de 32 y més de 32 células; Controles I, I, Il y Tratados), los
embriones ALT+ y ALT- son transferidos a microgotas de 100 ni de medio
TCM-199 suplementado con sales de Earle al que se adiciona 10% de SFB, 50
ng/ml de sulfato de gentamicinay colchicina a una concentracion final de 0.16
ng/ml y colocados en placas estériles desechables de 60 mm de A&
Los embriones fueron mantenidos durante 8 h. en incubador con atmosfera
humidificadaa 39 °Cy 5 % de CO, en aire.

A continuacién, todos los embriones son colocados en 1 ml de solucion
hipotonica compuesta por citrato trisddio dihidratado a 1%, a temperatura
ambiente (20 a 30°C) durante 20 minutos. Seguidamente, son transferidos con un
fino capilar de vidrio para ser fijados con solucién compuesta por 1 parte de
metanol y 1 parte de &cido acético glacial a temperatura ambiente durante 10
minutos. Posteriormente, y utilizando el mismo procedimiento anterior, son
mantenidos en fijacion con solucién compuesta por 3 parte de metanol y 1 parte

de acido acético glacial, a 4°C durante 12 h.

Finamente, los embriones son colocados en portaobjetos limpios y
desengrasados y coloreados afiadiendo solucion de Giemsa a 10% en buffer
fosfato Soremsen pH 6.8. Transcurridos 10 min, los portaobjetos son lavados
repetidas veces con agua destilada y examinados bajo microscopio con objetivo

de inmersion x100.

La determinacién del sexo de los diferentes grupos y subgrupos de
embriones ALT+ y ALT-, se corrobora mediante la visualizacion de los
cromosomas sexuales. Se diagnostican como hembras la observacion de 2
cromosomas X y machos, la observacién de un cromosoma X y uno'Y en el total

de 60 cromosomas correspondientes a la especie bovina (fotos 19 y 20).
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3.6.- Material utilizado.

El presente estudio se realiza en las dependencias del Programa de
Biotecnologias Aplicadas en Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias

Agrarias-Universidad Nacional de Lomas de Zamora, Buenos Aires, Argentina.

3.6.1.- Equipamiento.

En funcién de la metodologia descrita, utilizamos el siguiente
equi pamiento:

Mantenimiento de los ovarios en € |aboratorio.
Bano termostético Dalvo, modelo BMK/3.
Seleccion y clasificacion de los ovocitos.

Microscopio estereoscopico Nikon, modelo SMZ1B. Platina térmica
de mesa Precytec.

Maduracion y fertilizacion in vitro de ovocitos y cultivo de cigotos
y embriones.

Camara de cultivo con atmésfera controlada (N», O,, H, y humedad)
Heraeus, modelo 5061EC/O2.

Recuento de células esper méticas.

Céamara de Neubahuer.
Microscopio Poland, modelo MP3.

Conservacién del semen congelado.

Termo de nitrégeno liquido MV E, modelo Omega EM-32.
Termo de nitrégeno liguido L\rquote Air Liquide, modelo BT 342.
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Centrifugacion delas preparaciones.
Centrifuga refrigerada Sorvall, modelo RC/5B.

Condiciones de asepsia y esterilidad de medios de cultivo y
cultivos en general.

Cabina de flujo laminar Filtrar.

Preparacion de los diferentes medios de utilizados.
Medidor de pH Parsec, modelo F.B.R.
Termoagitador Precytec .

Vortex Precytec.

Balanza de precision Mettler, modelo CH8608.
Elaboracién de capilares de vidrio.

Microforja Narishige.

Observacion de cultivos celular es, ovocitos, cigotosy embriones.
Microscopio Zeiss, modelo Axiovert 135.

I magenes.

Camarafotogréfica Nikon, modelo F301.
Mantenimiento de medios de cultivo y soluciones.
Freezer Zen (-20°C) de 183 dm?®.

Frigorifico Patric (4°C) de 21 pies.

3.6.2.- Material de consumo.

Medios de cultivo y soluciones.
Medio TCM-199.

Se han utilizado medios liquidos 1x TCM-199 HEPES tamponado
(Gibco Cat. N° 12340.030) y TCM-199 (Gibco Cat. N° 11150.059).
Ambos medios de cultivo se fraccionan en alicuotas de 10 ml,
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se esterilizan por filtracion (millipore 0.2 nm) y se conservan en
frigorifico a4°C durante una semana como méaximo.

Medio B.O.

El medio B.O. se preparaen el laboratorio de acuerdo alasiguiente
formulacion (Brackett y Oliphant, 1975):
NaCl: 6,545 g.
KCI: 0,300 g.
NaHCOg;: 3,104 g.
NaHzPO4H20 0,114 g.
CaCl,2H,0: 0,330 g.
Rojo fenol: 0,001 g.
Lactato-Na: 1,120 g.
Piruvato-Na: 0,137 g.
Sulfato de gentamicina: 5 nmg/ml.
Agua bidestiliada esterilizada: cantidad necesaria para 1 litro.

Una vez preparado se fracciona en alicuotas de 10ml, se esteriliza
por filtracion (millipore 0.2 mm) y se conservaen frigorifico a4°C durante
una semana como maximo.

Solucion de tampdn Soremsen.
NazHPO4 2H20: 9,250 g.
KH2PO4: 6,530 g.
Agua bidestilada en cantidad necesaria para 1 litro.

Solucién de Giemsa.

Se disuelven 10 ml de Colorante Giemsa (Sigma) en 100 ml de
solucién de tampon Sorensen.

Solucién hipotoénica.

Citrato trisddico dihidratado (Sigma) a 1%. Se prepara antes de
utilizar en agua bidestilada.
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Solucién de fijacion.

Metanol-&cido acético glacial 3:1 (v/v) o 1:1 (v/v), segun se utilice.
Se prepara antes de utilizar.

Suplementos utilizados.
Suer o Fetal Bovino.

Suero fetal bovino (Sigma) inactivado por calor (56°C durante
30 min).

Anticuer pos policlonales H-Y.

Los anticuerpos policlonales H-Y se obtienen en nuestro
laboratorio de sueros de rata de lacepa Wistar, inmunizadas con células de
bazo de machos de lamisma cepa. Finalizado el periodo de inmunizacién
se produce el sangrado de las hembras a través del seno retro-orbital.
Posteriormente, de la sangre col ectada se obtiene suero, que es procesado,
inactivado (56°C durante 30 min) y mantenido a-20°C hasta su utilizacion
(patente en tramite).

Antibidticos.

Solucion antibiotica/antimicética (Sigma) 100x compuesta por
penicilina, estreptomicina y amfotericina B. Sulfato de gentamicina
(Sigma).

AlbUumina sérica bovina.

Albumina sérica bovinafraccion V libre de acidos grasos (Sigma).

Hor monas.

Hormona foliculo estimulante ovina (ICP. Inmuno Chemical
Products).

Hormona |uteinizante ovina (ICP. Inmuno Chemical Products).
Estradiol 17b hidrosoluble (Sigma).
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Material delaboratorio.

Utilizamos jeringas y agujas desechables Terumo, Utilizamos
placas para cultivo Greiner desechables de 60 mm de A Utilizamos agua
bidestilada esterilizada Roux-ocefa.

3.7.- Andlisisde los datos obtenidos.

3.7.1.- Andlisis estadistico.

Las variables medidas y los tratamientos estadisticos empleados
fueron diferentes en cada una de las etapas del presente estudio. A

continuacion detallamos | os criterios empleados en cada caso.

3.7.1.1.- Maduracion y fertilizacion in vitro de ovocitos.

La maduracion in vitro de ovocitos comprende la medicion y el
andlisis de variables en 2 etapas; la obtencion y clasificacion de ovocitos y

el cultivo in vitro de ovocitosyy fertilizacion in vitro de ovocitos.

A.- Obtencion y clasificacion de ovocitos.

L as variables medidas en cada uno de los 18 replicados son: ovarios
recogidos (OVR), ovocitos aptos (OVA) y ovocitos no aptos (OVNA) para
ser madurados in vitro. Del mismo modo se midieron y analizaron el el
numero total de ovocitos por ovario (OVA/OVR) y € nimero de ovocitos
aptos y no aptos obtenidos por ovario (OVA/OVRy OVNA/OVR).
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Se calcularon los estadisticos bésicos (media 'y desvio estandar) de
los datos obtenidos para las variables estudiadas y posteriormente fueron
analizados mediante andlisis de la varianza (ANOVA) de una via. Las

diferencias fueron consideradas significativas para p<0.05.

B.- Cultivoin vitro de ovocitos.

Después del periodo de maduracién in vitro, las variables estudiadas
en cada uno de los 18 replicados son ovocitos que presentan cumulus
expandido (CEX), ovocitos que emiten el primer cuerpo polar en relacion a
aquellos ovocitos que presentan cumulus expandido (1°-CP/CEX) y
ovocitos en los que se visualiza la metafase Il en relacion a aquellos

ovocitos que presentan cimulus expandido (M-11/CEX).

Se calcularon los estadisticos basicos (mediay desvio estdndar) de
los datos obtenidos para las variables estudiadas y posteriormente fueron
analizados mediante ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis. Las

diferencias fueron consideradas significativas para p<0.05.

C.- Fertilizacion in vitro de ovocitos.

En lafertilizacion in vitro, las variables medidas en cada uno de los
18 replicados son |os ovocitos penetrados (OV P), los ovocitos en los que se
visualizan los pronucleos masculino y femenino en relacién alos ovocitos
penetrados (PR/OVP) y los ovaocitos en |os que se visualiza polispermia en
relacion alos ovocitos penetrados (POL/OV P).
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Se calcularon los estadisticos bésicos (media 'y desvio estandar) de
los datos obtenidos para las variables estudiadas y posteriormente fueron
analizados mediante ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis. Las

diferencias fueron consideradas significativas para p<0.05.

3.7.1.2.- Desarrollo in vitro de presuntos cigotos Yy
embriones.

Lavariable medida en el desarrollo in vitro de |os presuntos cigotos
y embriones obtenidos en |os subgrupos Control |, de los diferentes grupos
del desarrollo embrionario (4-8, menos de 32 y mas de 32 células) es
desarrollo embrionario a diferentes intervalos de tiempo, alas 48 h; alas
72 h.;alas96 h.; alas120 h. y alas 144 h.

Se calcularon los estadisticos bésicos (media 'y desvio estandar) de
los datos obtenidos para las variables estudiadas y posteriormente fueron
analizados por ANOVA de una via. Las diferencias fueron consideradas

significativas para p<0.05.

L os datos obtenidos, también son expresados en forma de porcentaje
y expresan el nimero de embriones desarrollados en relacion con los
ovocitos cocultivados con las células esperméticas.

3.7.1.3.- Cultivo in vitro de embriones con antisuero H-Y.

Después de laeval uacion de |os embriones cultivados en presencia o

ausencia del anticuerpo H-Y, para los diferentes grupos y subgrupos del
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desarrollo embrionario las variables analizadas fueron los embriones
alterados (ALT+) y no alterados (ALT-).

Se realizaron los estadisticos basicos (media'y desvio estandar) de
los datos obtenidos paralas variables estudiadas. L os val ores obtenidos para
las variables ALT+ y ALT- de los embriones cultivados en presencia o
ausencia del anticuerpo H-Y, fueron analizados por Chi-cuadrado (c?). Las

diferencias fueron consideradas significativas para p<0.05.

3.7.1.4.- Determinacion del sexo a través del cariotipo de los
embriones cultivados en presencia o ausencia del
anticuerpo H-Y.

En el sexado por cariotipo delosembrionesALT+y ALT-, paralos
diferentes grupos y subgrupos del desarrollo embrionario las variables
analizadas fueron los embriones machos, embriones hembrasy larelacion

entre machos y hembras.

Los valores obtenidos para las variables machos y hembras en los
embriones clasificados como ALT+ y ALT-, fueron analizados por Chi-
cuadrado (c?). Las diferencias fueron consideradas significativas para
p<0.05. Larelacién macho:hembra obtenida en los subgrupos controles (!,
11y 111) y tratados de los grupos 4-8, menos de 32 y més de 32 células
fueron comparadas por Chi-cuadrado (c?), con la relacion esperada 1:1.
Las diferencias fueron consideradas significativas para p<0.05. Se utilizd
analisis de correlacion, para establecer la certeza en la prediccion del sexo
establecido por la utilizacion de anticuerpos policlonales H-Y y el andlisis

citogenético de los embriones.
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3.7.2.- Softwar e utilizado.

El procesamiento de los datos obtenidos se realiza con el programa
Statistica para Windows version 6.0. El procesamiento del texto y las figuras se
realiza con el programa Word version 7.0. El procesamiento de imégenes de
realiza con el programa Microsoft Photo Editor.
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Resultados

4.1.- Maduracion y fertilizacion in vitro de ovocitos.

Como se detallaen latabla |, sobre un total de 3.180 ovarios recolectados
(OVR) se obtuvieron 18.524 ovocitos de los cuales 5.305 fueron clasificados
como aptos (OVA) y 13.219 como no aptos (OVNA) para ser madurados
in vitro. El andlisis estadistico (media y desvio estandar) de los caracteres
analizados (OVR, OVA y OVNA), indica que no existen diferencias
significativas (p>0.05) entre los 18 replicados. Ver tabla | y figura 1.

De este modo, se obtuvieron en total 5.86+0.10 ovocitos por ovario
(OVT/OVR), 1.67+0.07 (28.49%) ovocitos aptos por ovario (OVA/OVR) vy
4.19+ 0.02 (71.50%) ovocitos no aptos por ovario (OVNA/OVR) tabla Il y
figura 2. No se observan diferencias significativas (p>0.05) en OVT/OVR,
OVA/OVRy OVNA/OVR, entre los 18 replicados.

Finalizado el periodo de maduracion in vitro de los ovocitos
seleccionados, se toma una muestra a azar (n=10) en cada uno de los 18

replicados. En las muestras seleccionadas se obtuvieron un 96.66% de ovocitos
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gue presentan cumulus expandido (CEX). A su vez, de estos ovocitos el 93.88%
emiten el primer corplsculo polar (1°-CP/CEX) y en el 91.66% de ovocitos se
visualizala metafase Il (M-11/CEX).

En la tabla 1ll, se detallan los valores y estadisticos basicos (media y
desvio estéandar) de las diferentes variables analizadas. El andlisis estadistico de
los caracteres analizados, indica que no existen diferencias significativas
(p>0.05) entre los diferentes replicados. Los valores expresados en porcentajes

paralas variables analizadas se detallan en lafigura 3.

Después de la fertilizacion in vitro de los ovocitos, en una muestra
seleccionada a azar (n=10) en cada uno de los 18 replicados, se consideraron
penetrados (OVP) el 82.77% de los ovocitos. De estos, se visualizan los
prondcleos masculino y femenino (PR/OVP) en el 83,22% y a su vez en €

16,77% de los ovocitos se visualiza polispermia (POL/OV P).

En la tabla IV, se detallan los valores obtenidos y estadisticos basicos
(media y desvio esténdar) de las diferentes variables analizadas en los 18
replicados. El andlisis estadistico de los caracteres analizados, indica que no
existen diferencias significativas (p>0.05) entre los diferentes replicados. Los
valores expresados en porcentajes para las variables analizadas se detallan en la
figura 4.
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4.2.- Desarrolloin vitro de cigotosy embriones.

En la tabla V, se describe el desarrollo embrionario en 6 ensayos a
diferentesintervalos detiempo, alas48 h.; alas72h.;alas96 h.; alas120h.y a
las 144 h. de los presuntos cigotos obtenidos en los subgrupos Control |, de los

grupos 4-8 células, menos de 32célulasy més de 32 células.

A su vez, se detalla el nUmero embriones logrados y estadisticos bésicos
(mediay desvio estandar) correspondientes ala variable desarrollo embrionario.
El andlisis estadistico, indica que no existen diferencias significativas (p>0.05)
en el desarrollo embrionario, dentro de los diferentes ensayos. En latabla VI, se
expresan los porcentajes de embriones desarrollados in vitro en cada uno de los

interval os de tiempo.
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4.3.- Sexado de embriones.

Después de la evaluacion de los embriones cultivados en presencia o
ausencia del anticuerpo H-Y, en cada uno de los 6 ensayos realizados para |os
diferentes grupos y subgrupos del desarrollo embrionario, las variables
analizadas fueron los embriones alterados (ALT+) y no alterados (ALT-).

De este modo en el grupo de embriones en estadio de 4-8 células fueron
obtenidos en el subgrupo Control | un 15.44% y 84.55% de embriones alterados
y no alterados respectivamente; en el subgrupo Control Il un 20.32% y 79.67%;
en el subgrupo Control I11 un 21.95% y 78.04% y en el subgrupo Tratados un
21.77%y 78.22%. Ver tabla VI, X, Xl y figura 5.

En el grupo de embriones en estadio de menos de 32 células (tabla VIII, X,
Xl y figura 6) fueron obtenidos en el subgrupo Control | un 14.28% y 85.71% de
embriones alteradosy no alterados respectivamente; en el subgrupo Control 11 un
21.16% y 78.83%; en el subgrupo Control 11l un 21.57% y 78.42% y en €
subgrupo Tratados un 58.42% vy 41.57%.

76



Resultados

En el grupo de embriones en estadio de méas de 32 células (tablas | X, X, XI
y figura 7) fueron obtenidos en el subgrupo Control | un 28.50% y 71.49% de
embriones alterados y no alterados respectivamente; en el subgrupo Control Il un
31.70% y 68.29%; en el subgrupo Control 11l un 33.98% y 66.01% y en el
subgrupo Tratados un 59.42% y 40.57%.

El andlisis estadistico de los caracteres analizados, indica que no existen
diferencias significativas (p>0.05) dentro y entre los diferentes subgrupos del
desarrollo embrionario para los embriones en estadio de 4-8 células. Ver tabla
VII, X, Xl y figura 5. Del mismo modo, no existen diferencias significativas
(p>0.05) entre los subgrupos Controles|, Il y 111 de los embriones en estadio de
4-8, menos de 32 y mas de 32 células. Sin embargo, existen diferencias
significativas (p<0.05) entre los subgrupos Control (I, Il y 1ll) respecto de
Tratados paralos embriones de menos de 32 células (tabla V111, X, Xl y figura 6)
y més de 32 células (tabla IX, X, XI y figura 7). Asimismo, fueron encontradas
diferencias significativas (p<0.05) entre el subgrupo Tratados de embriones en
estadio de 4-8 células respecto de los Tratados de |os Grupos de menosy mas de
32 células. Sin embargo, las diferencias no fueron significativas (p>0.05) cuando
se compararon |os subgrupos Tratados de embriones en estadio menor o mayor a
32 células.

Después de ser evaluados como alterados o no alterados, los embriones
correspondientes a los diferentes grupos del desarrollo embrionario fueron
expuestos alaaccion de agentes mitostati cos, a efectos de corroborar el sexo por
cariotipo. El porcentagje de eficiencia alcanzado, expresado por el nimero de
embriones que pudieron ser sexados en relacion con el total utilizado, fue en
promedio para e grupo de 4-8 céulas del 71.19% (tabla XlI y figura 8); €
71,50% para el grupo de menos de 32 células (tabla Xl y figura 8) y el 70.66%
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para el grupo de més de 32 células (tabla XIV y figura 8). El andlisis estadistico
demuestra que no existen diferencias significativas (p<0.05) entre |os subgrupos
Control I, Il 'y 11l de los Grupos 4-8 células, menor a 32 células y mayor a 32
céulas

Después de ladeterminacion del sexo por cariotipo en aquellos embriones
alterados y no alterados, el porcentgje de machos y hembras fue: en los
embriones alterados del grupo de 4-8 células (tabla XV) los valores obtenidos
para el subgrupo Control | fueron 53.84% y 46.15%; Control Il 53.30% y
46.60%; Control 111 52.63% y 47.36% y Tratados 55.55% y 44.44%,
respectivamente. En los embriones no alterados, los valores obtenidos fueron
para e subgrupo Control | 52.00% y 48.00%; Control Il 52.77% y 47.22%;
Control 111 55.07%y 44.92% y Tratados 54.28% y 45.71%, respectivamente.

En los embriones alterados del grupo menor a 32 células (tabla XVI1) los
valores obtenidos parael subgrupo Control | fueron 55.55% y 45.00%; Control |1
56.66% Yy 43.33%; Control 111 53.57% y 46.42% y Tratados 81.92% y 18.07%,
respectivamente. En los embriones no alterados, los valores obtenidos fueron
para e subgrupo Control | 53.04% y 46.95%; Control Il 53.33% y 46.66%;
Control 111 53.70% y 46.29% y Tratados 22.64% y 77.35%, respectivamente.

En los embriones alterados del grupo mayor a 32 células (tabla XVII)los
valores obtenidos parael subgrupo Control | fueron 53.48% y 46.52%; Control |1
52.17% y 47.82%; Control 111 54.16% y 45.83% y Tratados 81.61% y 18.38%,
respectivamente. En los embriones no alterados, los valores obtenidos fueron
para e subgrupo Control | 52.83% y 47.16%; Control II 52.04% y 47.95%;
Control 111 52.12%y 47.87%y Tratados 24.00% y 76.00%, respectivamente. Del

mismo modo, las figuras 9, 10, 11 y 12 expresan los porcentajes de machos
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y hembras obtenidos en el sexado por cariotipo de los embriones ALT+y ALT-

de los diferentes subgrupos del desarrollo embrionario.

El andlisis estadistico de los caracteres analizados, indica que no existen
diferencias significativas (p>0.05) entre los diferentes subgrupos del desarrollo
embrionario para €l Grupo de 4-8 células (tabla XV). Sin embargo, existen
diferencias significativas (p<0.05) entre los subgrupos Control (I, 11 y 1l1I)
respecto de los Tratados paralos Grupos de menos de 32 (tabla XVI) y méas de 32
células (tabla XVII).

Por otra parte, no existen diferencias significativas (p>0.05) entre los
subgrupos Control |, I1'y 111 de los Grupos 4-8, menos de 32 y méas de 32 células
(tablas XV, XVI y XVII y figuras 9, 10 y 11). Sin embargo, fueron encontradas
diferencias significativas (p<0.05) entre el subgrupo Tratados del Grupo 4-8
células respecto de los Tratados de los Grupos de menos'y mas de 32 células, y
no significativas entre los subgrupos Tratados de |os Grupos de menosy mas de

32 células (figura 12).

La relacion macho:hembra obtenida en los embriones clasificados como
alterados en los subgrupos Tratados en estadios mayores y menores a 32 células
(tablas XVI y XVII) fue 4.53:1 y 4.44:1, respectivamente y ambas difieren
significativamente respecto de la normal observada en la especie 1:1(p<0.05).
Sin embargo, estarelacion no difiere significativamente (p>0.05) respecto de los
Controles I, Il y Il en los diferentes estadios del desarrollo embrionario
estudiados y Tratados del Grupo de 4-8 células (tabla XV).

La correlacion existente entre los embriones clasificados como ALT+ y

de sexo machos, determinado por cariotipo, fuer 0.86 (n=68) y r 0.80 (n=80) en
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los subgrupos Tratados de |os grupos de embriones en estadio menor y mayor a
32 células respectivamente. Del mismo modo, en estos subgrupos, los valores de
correlacion obtenidos entre los embriones clasificados como ALT- y de sexo
hembras determinado por cariotipo, fueron r 1 (n=12) y r 1 (n=12)

respectivamente.
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NUMERO DE OVARIOSY OVOCITOSAPTOSY NO APTOS

REPLICADOS OVR OovT OVA OVNA
Replicado 1 80 476 136 340
Replicado 2 80 485 140 345
Replicado 3 80 476 134 342
Replicado 4 80 485 139 346
Replicado 5 80 488 138 350
Replicado 6 80 484 136 348
Replicado 7 200 1.185 339 846
Replicado 8 200 1172 332 840
Replicado 9 200 1.163 333 830
Replicado 10 200 1.182 340 842
Replicado 11 200 1.130 323 807
Replicado 12 200 1.157 331 826
Replicado 13 250 1.442 412 1.030
Replicado 14 250 1.448 423 1.025
Replicado 15 250 1.416 400 1.016
Replicado 16 250 1.444 416 1.028
Replicado 17 250 1.452 420 1.032
Replicado 18 250 1.439 413 1.026
TOTAL 3.180 18.524 5.305 (28.63%) 13.219 (71.36%)

Tabla |: Nunmero de las variables analizadas en los 18 replicados.
OVT: Ovocitos totales;

OVR. Ovari os;

apt os.

OVA: Ovoci t os apt os;

OVNA: Ovoci t os no




Resultados

NUMERO DE OVOCITOSAPTOSY NO APTOSPOR OVARIO

REPLICADOS OVR OVT/OVR OVA/OVR OVNA/OVR
Replicado 1 80 5.95 1.70 4.25
Replicado 2 80 6.06 1.75 431
Replicado 3 80 5.94 1.67 4.27
Replicado 4 80 6.05 1.73 4.32
Replicado 5 80 6.09 1.72 4.37
Replicado 6 80 6.05 1.70 4.35
Replicado 7 200 5.92 1.69 4.23
Replicado 8 200 5.86 1.66 4.20
Replicado 9 200 5.81 1.66 4.15
Replicado 10 200 5.91 1.70 421
Replicado 11 200 5.64 161 4.03
Replicado 12 200 5.78 1.65 4.13
Replicado 13 250 5.76 1.64 4.12
Replicado 14 250 5.79 1.69 4.10
Replicado 15 250 5.66 1.60 4.06
Replicado 16 250 .77 1.66 411
Replicado 17 250 5.80 1.68 4,12
Replicado 18 250 5.75 1.65 4.10
X (%) 176.60 5.86 (100) 1.67 (28.49) 4.19 (71.50)
o +25 +0.10 +0.07 +0.02
Tabla I1: Ninmero y estadisticos basicos (nedia y desvio estandar)

de las variables analizadas en

OVT/ OVR: Ovocitos total es por ovario;
Ovocitos no

OVNA/ OVR:

apt os

por

| os 18

repli cados.

OVR. Ovari os;

OVA/ OVR: Ovocitos aptos por ovario;

ovari o.

No existen

significativas (p> 0.05) dentro de |os replicados.

di f er enci as
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MADURACION IN VITRO

REPLICADOS n CEX 1°-CP M-Il
Replicado 1 10 9 9 9
Replicado 2 10 10 10 9
Replicado 3 10 10 9 9
Replicado 4 10 10 10 9
Replicado 5 10 10 10 10
Replicado 6 10 10 10 10
Replicado 7 10 10 9 9
Replicado 8 10 10 10 10
Replicado 9 10 9 9 9
Replicado 10 10 9 9 8
Replicado 11 10 10 10 10
Replicado 12 10 9 9 9
Replicado 13 10 10 9 8
Replicado 14 10 9 9 9
Replicado 15 10 10 9 9
Replicado 16 10 10 10 10
Replicado 17 10 9 9 9
Replicado 18 10 10 9 9
TOTAL 180 174 (96.66%) 169 (93.88%) 165 (91.66%)
X 10 9.66 9.38 9.16
+0.48 +0.50 +0.61
on-1
Tabla Ill: Ninero y estadisticos béasicos (nedia y desvio estéandar)

de las variables analizadas en |os 18 replicados. CEX: Ovocitos que
presentan cumulus expandido; 1°-CP. Ovocitos que enmiten el oprimer
corplisculo polar; MIIl: Ovocitos en los que se visualiza la netafase II.
No existen diferencias significativas (p> 0.05) dentro de | os replicados.
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FERTILIZACION IN VITRO

REPLICADOS n OvVP PR/OVP POL/OVP
Replicado 1 10 8 6 2
Replicado 2 10 8 7

Replicado 3 10 8 6 2
Replicado 4 10 9 8 1
Replicado 5 10 8 7 1
Replicado 6 10 9 8 1
Replicado 7 10 9 8 1
Replicado 8 10 8 6 2
Replicado 9 10 8 7 1
Replicado 10 10 8 7 1
Replicado 11 10 8 6 2
Replicado 12 10 9 8 1
Replicado 13 10 8 7 1
Replicado 14 10 8 6 2
Replicado 15 10 8 6 2
Replicado 16 10 9 8 1
Replicado 17 10 8 6 2
Replicado 18 10 8 7 1
TOTAL 180 149 (82.77) 124 (83.22) 25 (16.77%)
X 10 8.27 6.88 1.33
on-1 +0.46 +0.83 +0.50

Tabla I'V: Ninero y estadisticos bésicos (nmedia y desvio esténdar)

de las variables analizadas en los 18 replicados. OVP. ovocitos
penetrados, PR/ OVP. ovocitos en los que se visualizan |os pronucleos
masculino y fenenino en relacion a los ovocitos penetrados, POL/ OVP;
ovocitos en |los que se visualiza polisperma en relacid6n a |os ovocitos
penetrados. No existen diferencias significativas (p> 0.05) dentro de |os
repl i cados.
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DESARROLLO EMBRIONARIO

Tiempo desde €l cocultivo con los esper matozoides

ENSAYOS
48 hs. 72 hs. 96 hs. 120 hs. 144 hs.

Ensayo 1 144 121 71 62 25
Ensayo 2 145 122 72 63 25
Ensayo 3 143 121 70 60 24
Ensayo 4 142 122 71 61 24
Ensayo 5 144 123 72 63 26
Ensayo 6 143 122 73 61 24
TOTAL OBTENIDO 861 731 429 370 148
X 143.50 121.83 71.50 61.66 24.66
on-1 +1.04 +.075 +1.04 +1.21 +0.81

Tabla V: Ninero y estadisticos basicos (nmedia y desvio estandar) de la variable
anal i zada, en |os subgrupos Control | del desarrollo enbrionario. No existen diferencias
significativas (p> 0.05) entre ensayos en cada uno de los diferentes tienpos transcurridos
desde el cocultivo.
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PORCENTAJE DE DESARROLLO EMBRIONARIO

Tiempo desde €l cocultivo con los esper matozoides

EMBRIONES

48 hs. 72 hs. 96 hs. 120 hs. 144 hs.
TOTAL COCULTIVADO 1.236 1236 1.061 1.061 591
TOTAL OBTENIDO 861 731 429 370 148
PORCENTAJE (%) 69.66% 59.14% 40.43% 34.87% 25.04%

Tabla VI: Porcentaje de enbriones obtenidos, en los diferentes estadios del desarrollo

enbrionari o.
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EMBRIONESCULTIVADOS CON ANTICUERPOSH-Y

GRUPO: 4-8 células (48hs.)

SUBGRUPOS

ENSAYOS Control | Control I1 Control |11 Tratados

ALT+ ALT- ALT+ ALT- ALT+ ALT- ALT+ ALT-
Ensayo 1 3 17 4 16 4 15 4 17
Ensayo 2 4 18 5 17 4 17 5 16
Ensayo 3 3 17 4 16 4 16 5 15
Ensayo 4 3 17 4 17 5 15 4 17
Ensayo 5 3 18 4 16 4 16 5 16
Ensayo 6 3 17 4 16 5 17 4 16
TOTAL EVALUADOS (n=493) 19 104 25 98 27 96 27 97
PORCENTAJE (%) 15.44% 84.55% | 20.32% 79.67% | 21.95% 78.04% | 21.77% 78.22%
X 3.16 17.33 4.16 16.33 4.50 16.00 4.50 16.16
on-1 +0.40 +0.51 +0.40 +0.51 +0.54 +0.89 +0.54 +0.75
Tabla VII: Niumero, porcentaje y estadisticos bésicos (nedia y desvio estandar) en |os
di ferentes subgrupos (Controles I, II, 1Il y Tratados) del grupo 4-8 células. ALT+:

enbriones alterados después del periodo de cultivo; ALT-: enbriones no alterados después del periodo
de cultivo. No existen diferencias significativas (p> 0.05) entre |os subgrupos Controles y el
Tr at ados.
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EMBRIONESCULTIVADOS CON ANTICUERPOSH-Y

GRUPO: <32 céulas (96 hs.)

SUBGRUPOS
ENSAYOS Control | Control I1 Control |11 Tratados
ALT+ ALT- ALT+ ALT- ALT+ ALT- ALT+ ALT-
Ensayo 1 4 27 8 24 6 26 19 14
Ensayo 2 5 27 7 25 7 25 19 13
Ensayo 3 5 26 5 25 7 24 17 12
Ensayo 4 5 27 6 26 6 26 19 14
Ensayo 5 4 27 7 24 7 24 18 12
Ensayo 6 4 28 7 25 8 24 19 14
TOTAL EVALUADOS (n=758) 27 162 40 149 41 149 111 79
PORCENTAJE (%) 14.28% 85.71% | 21.16% 78.83% | 21.57% 78.42% |58.42%** 41.57%**
X 4.50 26.83 6.66 24.83 6.83 24.83 18.50 13.16
on-1 +0.54 +0.40 +1.03 +0.75 +0.75 +0.98 +0.83 +0.98
Tabla WVIII1: Niamero, porcentaje y estadisticos basicos (nedia y desvio estandar, en |os
di ferentes subgrupos (Controles |, Il, 1l y Tratados) del grupo <32 células. ALT+: enbriones

al terados después del periodo de cultivo; ALT-: enbriones no alterados después del periodo de
cultivo. ** Existen diferencias significativas (p< 0.05) entre | os subgrupos Controles y el Tratados.




Resultados

EMBRIONESCULTIVADOS CON ANTICUERPOSH-Y

GRUPO: >32 céulas (120 hs.)

SUBGRUPOS

ENSAYOS Control | Control 11 Control Il Tratados

ALT+ ALT- ALT+ ALT- ALT+ ALT- ALT+ ALT-
Ensayo 1 10 25 11 23 12 22 20 14
Ensayo 2 10 25 11 24 12 23 21 14
Ensayo 3 10 24 10 23 10 23 20 13
Ensayo 4 10 24 11 23 12 23 21 14
Ensayo 5 9 26 11 24 13 22 21 15
Ensayo 6 10 24 11 23 11 23 20 14
TOTAL EVALUADOS (n=825) 59 148 65 140 70 136 123 84
PORCENTAJE (%) 28.50% 71.49% 31.70% 68.29% | 33.98% 66.01% | 59.42%** 40.57%**
X 9.83 24.66 10.83 23.33 11.66 22.66 20.50 14.00
on-1 +0.40  #081 | #040 051 | +103 051 | #054  +0.63

Tabla |X Numero porcentaje y estadisticos basicos (nedia y desvio estandar) en 1os
di ferentes subgrupos (Controles I, Il, Ill y Tratados) del grupo >32 células. ALT+: enbriones
al terados después del periodo de cultivo; ALT-: enbriones no alterados después del periodo de
cultivo.** Existen diferencias significativas (p< 0.05) entre |os subgrupos Controles y el Tratados.




Resultados

EMBRIONESCULTIVADOS CON ANTICUERPOS H-Y

PORCENTAJE DE EMBRIONESALTERADOS

SUBGRUPOS
GRUPOS Control | Control 11 Control 111 Tratados
4-8 CELULAS 15.44 % 20.32 % 21.95 % 21.77 %
<32 CELULAS 14.28 % 21.16 % 21.57 % 60.52 %**
>32 CELULAS 28.50 % 31.70% 33.98 % 65.70%* *

Tabla X Porcentaje de enbriones alterados en los diferentes subgrupos (Controles I, 1|1,

y Tratados)

de los grupos 4-8 células, <32 células y >32 células.
di ferencias significativas (p< 0.05) entre |os subgrupos Controles y el Tratados.

* *

Exi st en
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EMBRIONESCULTIVADOS CON ANTICUERPOSH-Y

PORCENTAJE DE EMBRIONESNO ALTERADOS

SUBGRUPOS
GRUPOS Control | Control 11 Control Il Tratados
4-8 CELULAS 84.55% 79.67 % 78.04 % 78.22 %
<32 CELULAS 85.71% 78.83 % 78.42 % 39.47%**
>32 CELULAS 71.49% 68.29 % 66.01 % 34.29 %**

Tabla XI Porcentaje de enbriones no alterados en |os diferentes subgrupos (Controles 1,
I1, 1ll y Tratados) de los grupos 4-8 células, <32 células y >32 células. ** Existen
di ferencias significativas (p< 0.05) entre |os subgrupos Controles y el Tratados.
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ANALISISCITOGENETICO

GRUPO: 4-8 células (48 hs.)

Grupos de NUmero deembriones NuUmerode emb_rio_nes Eficiencia (%)
embriones empleados sexados por cariotipo

Control | 123 88 71.54%
Control 11 123 87 70.73%
Control 111 123 88 71.54%
Tratados 124 88 70.96%
TOTAL 493 351 71.19%

Tabla Xl I: Porcentaje de eficiencia en |la sincronizacién del ciclo celular, en |os

di ferentes subgrupos (Controles I,

y Tratados) del grupo 4-8 cél ul as.
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ANALISISCITOGENETICO

GRUPO: <32 células (96 hs.)

Gruppsde NUmero deembriones NuUmero deemb_rio'nes Eficiencia (%)
embriones empleados sexados por cariotipo

Control | 189 135 71.42%
Control 11 189 135 71.42%
Control 111 190 136 71.57%
Tratados 190 136 71.57%
TOTAL 758 542 71.50%

Tabla Xl 11: Porcentaje de eficiencia en la sincronizacién del ciclo celular, en |os

di ferentes subgrupos (Controles I, Il Il y Tratados) del grupo <32 cél ul as.
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ANALISISCITOGENETICO

GRUPO: >32 céulas (120 hs.)

Gruposde Numero deembriones  NUmero de embriones o
. L Eficiencia (%)

embriones empleados sexados por cariotipo

Control | 207 149 71.98%
Control 11 205 144 70.24%
Control |11 206 142 68.93%
Tratados 207 148 71.49%
TOTAL 825 583 70.66%

Tabla XIV: Porcentaje de eficiencia en |a sincronizacién del ciclo celular,

di ferentes subgrupos (Controles I,

y Tratados) del

grupo >32 cél ul as.

en | os




Resultados

EMBRIONES SEXADOS POR CARIOTIPO

GRUPO: 4-8 células (48hs.)

_ Sexo por Sexo por cariotipo Relacion
Estado delos embriones " oy ho-hemb
anticuerpo n- M achos (%) Hembras (%) macho-nemora

Control | 19 7 (53.84) 6 (46.15) 1.16:1
Alterados  CONtrol 11 25 8 (53.30) 7 (46.60) 1.14:1

Control 111 27 10 (52.63) 9 (47.36) 1.11:1

Tratados 27 10 (55.55) 8 (44.44) 1.25:1

Control | 104 39 (52.00) 36 (48.00) 1.02:1
No alterados Control 11 08 38 (52.77) 34 (47.22) 1.11:1

Control I11 96 38 (55.07) 31 (44.92) 1.22:1

Tratados 97 38 (54.28) 32 (45.71) 1.18:1
TOTAL SEXADOS 493 182 161

Tabla XV: Ninmero y porcentaje de enbriones sexados, en |los diferentes subgrupos
(Controles I, Il, 11l y Tratados) del grupo 4-8 células. No existen diferencias

significativas (p> 0.05) entre alterados y no alterados en |os subgrupos Controles y el
Tr at ados.
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EMBRIONES SEXADOS POR CARIOTIPO

GRUPO: <32 céulas (96hs.)

Sexo por Sexo por cariotipo Relacion

Estado delos embriones

anticuerpo H-Y M achos (%) Hembras (%) macho-hembra
Control | 27 11 (55.00) 9 (45.00) 1.22:1
Control 11 40 17 (56.66) 13 (43.33) 1.30:1
Alterados )
Control 111 41 15 (53.57) 13 (46.42) 1.15:1
Tratados 111 68 (81.92)** 15 (18.07)** 453:1**
Control | 162 61 (53.04) 54 (46.95) 1.12:1
No alter ados Control 11 149 56 (53.33) 49 (46.66) 1.14:1
Control 111 149 58 (53.70) 50 (46.29) 1.16:1
Tratados 79 12 (22.64)** 41 (77.35)** 0.29:1**
TOTAL SEXADOS 758 298 244
Tabla XVI: Ninmero y porcentaje de enbriones sexados, en los diferentes subgrupos
(Controles I, 11, 11l 'y Tratados) grupo <32 células. =** di ferenci as

significativas (p< 0.05) entre alterados y no alterados |os subgrupos Controles y el Tratados.
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EMBRIONES SEXADOS POR CARIOTIPO

GRUPO: >32 céulas (120 hs.)

Sexo por Sexo por cariotipo Relacion

Estado delos embriones

anticuerpo H-Y M achos (%) Hembras (%) macho-hembra

Control | 59 23 (53.48) 20 (46.51) 1151
Control 11 65 24 (52.17) 22 (47.82) 1.09:1

Alterados ]
Control 111 70 26 (54.16) 22 (45.83) 1181
Tratados 123 80 (81.63)** 18 (18.36)** 4.44.1**
Control | 148 56 (52.83) 50 (47.16) 112:1

No alter ados Control 11 140 51 (52.04) 47 (47.95) 1.08:1
Control 111 136 49 (52.12) 45 (47.87) 1.08:1
Tratados 84 12 (24.00)** 38 (76.00)** 0.31:1**

TOTAL SEXADOS 825 321 262

Tabla XVII: Nianmero y porcentaje de enbriones sexados, en l|los diferentes subgrupos

(Controles 1, |1, y Tratados) grupo >32 células. ** di f erenci as

significativas (p< 0.05) entre alterados y no alterados |os subgrupos Controles y el Tratados.
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NUmero de ovariosy ovocitos aptosy no aptos

e

EOVR " OVNA = OVA

—

Figura 1: Val ores obtenidos y porcentajes de ovari os, ovocitos aptos y no aptos.
OVR COvarios; O/NA: Ovocitos no aptos; OVA: Ovocitos aptos.
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Ovocitostotales, aptosy no aptos colectados por ovario

mOVT/OVR
- OVNA/OVR
OVA/OVR

28.49%

Figura 2: Val ores obtenidos y porcentajes de ovocitos totales, aptos y no aptos por
ovario. OVT/OVR Ovocitos totales por ovario;, O/WA/ O/R Ovocitos no aptos por ovario;
OVA/ OVR Ovocitos aptos por ovario.
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. 0
Porcentaje % Maduracion in vitro (%)

1 CEX
1°-CP/CEX
M-II/CEX

Figura 3: Variabl es analizadas, expresadas en porcentajes, de |os ovocitos

madurados in vitro. CEX Ovocitos que presentan cunmulus expandidos; 1°-CP/ CEX
Ovocitos que emten el primer corplsculo polar en relacion a los ovocitos que
presentan cuUmulus expandido; MII/CEX. Ovocitos en los que se visualiza la
metafase Il en relaci6n a | os ovocitos que presentan cunmul us expandi do.
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OVP: COvocitos penetrados;

Figura 4: Variables analizadas

los que se

in vitro.

fertilizados

vi sual i zan

ovoci t os

| os

a

rel aci 6n

POL/ OVP: CQvocitos en los que se visualiza polispérma en relacién a |os

ovoci tos penetrados.

en

prontcl eos masculino y fenenino

| os

penet r ados;
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Utilizacion de anticuerpo H-Y. Grupo: 4-8 células (48 hs.)

Porcentaje de embriones
100+

904

804

704

604

504

40

304

201

Contral | Control Il Control I11 Tratados

Subgrupos

Figura 5: Porcentaje de enbriones eval uados durante | os 6 periodos de tienpo, en
| os subgrupos Controles I, Il, Il 'y Tratados del grupo 4-8 células.
ALT+: Enbriones alterados después del periodo de cultivo; ALT-: Enbriones no alterados
después del periodo de cultivo.




Resultados

Utilizacion de anticuerpo H-Y. Grupo: <32 cdlulas (96 hs.)

Porcentaje de embriones
100+

904

804

704

60

504

40-

Contral | Control Il Control Il Tratados

Subgrupos

Figura 6: Nunero de enbriones eval uados durante los 6 periodos de tienpo, en
| os diferentes subgrupos Controles I, II, Ill y Tratados del grupo <32 cél ul as.
ALT+: Enbriones alterados después del periodo de cultivo; ALT-: Enbriones no alterados
después del periodo de cultivo. ** Existen diferencias significativas (p<0.05).




Resultados

Utilizacion de anticuerpo H-Y. Grupo: >32 céulas (120 hs.)
Porcentaje de Embriones
100+

904

804

70

60

Control | Control 11 Control |11 Tratados

Subgrupos

Figura 7: Namero de enbriones eval uados durante | os 6 periodos de tienpo, en |os
di ferentes subgrupos Controles |, 1Il, IlIl y Tratados del grupo >32 células.
ALT+: Enbriones alterados después del periodo de cultivo; ALT-: Enbriones no alterados
después del periodo de cultivo. ** Existen diferencias significativas (p<0.05).




Resultados

|l 4-cCelulas W <52 celulas W >52 celulas |

Figura 8: Porcentaje de eficiencia en |a sincronizacién del ciclo celular en |los
di ferentes subgrupos (controles I, Il, Ill y Tratados) de | os G upos 4-8, <32y
>32 cél ul as.




Resultados

B Grupo: 4-8 cdlulas

Figura 9: Porcentaje de machos y henbras después del sexado por cariotipo de |os
enbriones alterados y no alterados en |os subgrupos Control | de |os grupos 4-8,
<32 y >32 cél ul as.




Resultados

M Grupo: 4-8 cdlulas

Figura 10: Porcentaje de nmachos y henbras después del sexado por cariotipo de |os
enbriones alterados y no alterados en | os subgrupos Control Il de |os grupos 4-8,
<32 y >32 cél ul as.




Resultados

W Grupo: 4-8 cdlulas

Figura 11: Porcentaje de machos y henbras después del sexado por cariotipo de |os
enbriones alterados y no alterados en | os subgrupos Control 11l de |os grupos 4-8,
<32 y >32 cél ul as.




Resultados

B Grupo: 4-8 células

Figura 12: Porcentaje de machos y henbras después del sexado por cariotipo de |os
enbriones alterados y no alterados en | os subgrupos Tratados de | os grupos 4-8, <32
y >32 cél ul as.




Resultados

Foto 2: Elementos utilizados para la obtencién de los ovocitos:
platina térmica de mesa, medio de cultivo, jeringa de
5ml. y aguja18-g y capsulas para cultivo desachables.




Resultados

S0

Foto 3: Ovocito clasificado apto y seleccionado para la
maduracion in vitro. Se observa ovoplasma
homogéneo, completamente rodeado por més de 3
capas de células del cumulus.

Foto 4: Ovocitos clasificados no aptos y descartados para la maduracion
in vitro. A la izquierda, ovocito que se encuentra completamente
rodeado por células del cumulus y presenta e ovoplasma
heterogéneo. A la derecha, ovocito rodeado parcialmente por células
del cimulusy presenta ovoplasma homogeéneo.




Resultados

Foto 5: Ovocito que presenta € primer cuerpo polar,
después de ser madurado in vitro durante 24 hs.
1-CP: Primer cuerpo polar.

Foto 6: Ovocito fijado y posteriormente tefiido con
aceto-orceina a 1%. 1-CP: primer cuerpo polar,
M 1I: metafase 1.




Resultados

Foto 7. Ovocito fertilizado. PM: pronGcleo masculino;
PF: pronicleo femenino; CL: fragmento de cola
espermética. CP: primero y segundo cuerpo polar.

Foto 8: Ovocito polispérmico. PM: pronucleos
masculinos; PF: prontcleo femenino.




Resultados

Foto 9: Oviducto bovino (OV) empleado para la
extraccion de células BOEC, cuyo ovario
(OVA) ipsilateral presenta  foliculo
preovulatorio (Pfal).

Foto 10: Extraccion de céluas BOEC por
compresion del oviducto desde laregidn
del infundibulo hacia el istmo.




Resultados

Foto 11: Pellet de células BOEC extraidas de oviducto
bovino, obtenido después del lavado por
centrifugacion.

Foto 12: Vesiculas de células BOEC transcurridas
48 hs. del cultivo.




Resultados

Foto 13: Cocultivo de embriones con células BOEC.
Embrién de 2 céulas después de 30 hs.
cocultivo.




Resultados

Foto 14: Embridn perteneciente a grupo
de 4-8 células que sera
cultivado en presencia de
antisuero H-Y.

Foto 15: Embrién perteneciente al grupo
de menos de 32 células que
sera cultivado en presencia de
antisuero H-Y.

Foto 16: Embriones pertenecientes a
grupo de més de 32 céulas
gue serd cultivado en
presencia de antisuero H-Y (1,
2y 3). Degenerado (4).




Resultados

Foto 17: Embrién aterado (ALT+) después de ser
cultivado en presencia de anticuerpos H-Y.
BA: blastomeras ateradas

Foto 18: Embrion no aterado (ALT-) después de ser
cultivado en presencia de anticuerpos H-Y.




Resultados

Foto 19: Embrion diagnosticado como macho ante
la observacion de un cromosoma X y un
cromosoma'yY.
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Foto 20: Embrién diagnosticado como hembra ante
la observacién de 2 cromosomas X.
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Discusion

5.1.- Maduracion y fertilizacion in vitro de ovocitos.

La optimizacion de los sistemas de maduracion y fertilizacion in vitro,
requieren del adecuado manejo de las diferentes etapas que |los componen. Estas
etapas, serdn discutidas de manera individual: recoleccion de ovarios en
matadero y seleccion de lo ovocitos; maduracion in vitro de los ovocitos;
preparacion y capacitacion del semen; cocultivo delos ovocitosy con las células

esperméticas.

La recuperacion de ovarios en el matadero y la seleccién de los ovocitos,
representan la etapainicial de este proceso. En general, los ovarios recuperados
en matadero, provienen de hembras de diferentes edades y condiciones
fisolégicas. Asi, Leibfried y First (1979) sugieren que la capacidad de
maduracion in vitro de los ovocitos bovinos no depende del momento del ciclo

estral en que son obtenidos de losfoliculos. De este modo, en el presente estudio,
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los ovarios obtenidos de |as hembras fueron empleados al azar como donantes de

ovocitos.

La apariencia de la superficie de los foliculos, ha sido propuesta para
preseleccionar los futuros ovocitos, mejorar los indices de maduracion vy
fertilizacion in vitro y clasificarlos por categorias (Grimes e Ireland, 1986).
Basados en esta clasificacion, en el presente trabajo, hemos obtenido un total de
18.524 ovocitos provenientes de ovarios en cuyo contorno presentaban folicul os

de superficie clara.

Diversos autores, sefialan que el nimero total de ovocitos obtenidos por
ovario, varia de acuerdo a método de recoleccion utilizado. Iwazaki y cols.
(1987) realizan un estudio comparativo entre el método de aspiracion y el
desmenuzando del tejido ovérico. El nimero de ovocitos obtenidos por el método
de aspiracién fue de 9.4 ovocitos totales por ovario, mientras que por

desmenuzamiento obtuvieron entre 13y 26.

Posteriormente, Hamano y Kuwayama (1993) obtienen en promedio
63.2 ovocitos por ovario a través del fino corte de la superficie ovarica con un
dispositivo disefiado con hojas de acero estériles dispuestas en formaparaela. La
mejoraintroducidaen el sistema de corte permitio incrementar en mas de 3 veces

|os resultados anteriormente reportados.

Sin embargo, estos autores sefialan que el método de corte, produce la
incision al azar tanto de la superficie ovaricacomo el interior. Este hecho deriva
en liberacion de ovocitos de foliculos menores a 2 mm de A, cuya capacidad de
maduracion in vitro es menor en comparacion a los ovocitos obtenidos de

foliculos de mayor diametro.
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Si bien por este método, la cantidad total de ovocitos obtenidos en el
presente estudio es menor, la seleccidn de losfoliculos paraaspirar y laausencia
de ruptura de vasos sanguineos de la superficie del ovario, simplifican la

identificacion de los ovocitos en el material obtenido de los folicul os.

En el método de aspiracion, €l didmetro de las agujas utilizadas y €l tipo
de bisel que estas poseen, tienen un efecto significativo tanto en lacantidad como
en la calidad de los ovocitos obtenidos. Asi, dos equipos de investigadores,
Hamano y Kuwayama (1993) y Carolan y cols. (1994) obtienen en promedio 8
y 13.5 ovocitos totales respectivamente, utilizando agujas 18-g para la puncién

delos foliculos ovéricos.

Por su parte, Fry y cols. (1997) comparan la utilizacion de agujas 17-g y
20-g en la obtencién de ovocitos. Los resultados indican que el mayor nimero de

ovocitos totales por ovario (4.2) se logro utilizando agujas 17g.

L osresultados obtenidos en el presente estudio, indican que sobre un total
de 3.180 ovarios recogidos, hemos obtenido 18.524 ovocitos totales. De este
modo, logramos obtener en promedio 5.82 ovocitos totales por ovario. Estos
resultados se ubican en un rango intermedio a los informados con anterioridad.
Es importante reseflar que esta variabilidad puede estar motivada por la
experiencia del operador en la recoleccion de los ovocitos y a las variaciones
propias de los ovarios (edad del animal, razay estado reproductivo).

Por otra parte, Leibfried y First (1979) informan que la estructura que
presentan los ovocitos recogidos de los ovarios, nos brinda la posibilidad de
predecir su capacidad de reiniciar la meiosis. De este modo, estos autores

proponen la posibilidad de seleccionar los ovocitos basados en su apariencia
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general (células del cumulus y apariencia del citoplasma). Asi se ha podido
demostrar que la presencia de mas de tres 0 mas capas de células del cimulus
compacto y rodeando completamente a los ovocitos, asi como la apariencia
homogénea y compacta del ovoplasma, son los mejores indicadores de la

capacidad de maduracién in vitro de los ovocitos.

Basados en esta metodologia, hemos seleccionado como aptos para la
maduracion in vitro, 5.305 ovocitos que presentan tres 0 mas estratos compactos
de células del cumulus que lo rodeen y ovoplasmas homogéneos. Por el
contrario, hemos seleccionado como no aptos y descartados para la maduracion
invitro, 13.219 ovocitos que se presentan rodeados por menos de tres estratos de
células del cumulus, cumulus no compacto y ovoplasmas heterogéneos o
picnoticos.

En el presente estudio, el nimero ovocitos aptos por ovario fue 1.66 y el
numero de ovocitos no aptos fue 4.15 por ovario, para ser madurados in vitro. El
nimero de ovocitos aptos y no aptos por ovarios fue similar a la obtenida por
otros autores (Xu y cols., 1986; Shioyay cols., 1988; De Loos y cols., 1989;
Madison y cols., 1992).

La relacion existente entre los ovocitos aptos y no aptos por ovario
obtenida, esta directamente relacionada con las tres variables involucradas:
recolecciony transporte de los ovarios, métodos e instrumental empleados parala
obtencién de los ovocitos 'y €l correcto criterio empleado para su seleccion. En
este sentido, el entrenamiento adecuado del operador y calidad y procedenciadel

material originario (ovarios) son importantes ala hora de evaluar resultados.
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Esta claramente establecido que el medio de cultivo empleado para la
maduracion in vitro de los ovocitos, influye significativamente en las tasas de
fertilizacion in vitro (Brackett y Zuelke, 1993).

Hasta el presente, una gran variedad de medios de cultivo han sido
utilizados paramadurar in vitro ovocitos bovinos. De todos|os medios utilizados,
el medio TCM-199 es el més frecuentemente utilizado. Este medio puede ser
suplemetado con SFB 0 SV C paralamaduracioén in vitro de los ovocitos. Sirard
y cols. (1988) informan que lamaduracién in vitro puede ser del 90%, cuando los
ovocitos seleccionados son cultivados en presencia de SFB y hormonas (FSH,

LH y estradiol) como suplemento.

Younisy cols. (1989) obtienen superiores indices de maduracionin vitro,
suplemetando €l medio de cultivo con SVC y comparandolo con SFB. Estas
diferencias, son debidas probablemente al diferente contenido de hormonas y
factores de crecimiento que promueven el mayor desarrollo. Sin embargo, hay
gue destacar que en esta experiencia el SFB no incluyé FSH en el suplemento

hormonal.

Weimer y cols. (1991) informan que pueden obtenerse elevados indices
de maduracion invitro (91.3%) combinando medio TCM-199 suplementado con
SFB y hormonas. Sin embargo, obtuvieron un 73.3% cuando empled medio

TCM-199, suplementado con SVC y hormonas.

Por otra parte, la suplementacion del medio de maduracion con FSH y/o
LH se basa en el papel que cumplen estas hormonas en los procesos de
maduracién de los ovocitosin vivo. La diversidad de preparaciones comerciales

de gonadotrofinas utilizadas, en combinacion con ladiferente composicién delos
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medios de cultivo utilizados genera una amplia variedad de resultados. En
particular, la presencia de suero como fuente de composicion indefinida de

hormonas y factores de crecimiento, contribuyen a este razonamiento.

Al mismo tiempo, Xu y cols. (1988) informan que el medioambiente
hormonal sufre cambios durante el tiempo de cultivo debido principalmente ala
captacion de esteroides por parte del aceite que recubre las gotas del medio de
maduracién. Sin embargo, y a pesar de estas Ultimas observaciones, la tendencia
general en los sistemas de maduracion y fertilizacion in vitro, es la
suplementacion del medio de maduracion TCM-199 con SFB, FSH, LH y
estradiol.

En el presente estudio, hemos utilizado gotas medio TCM-199 recubiertas
con aceite y suplementado con SFB y hormonas. De este modo hemos obtenido
un promedio de maduracion in vitro del 91,66% de la muestra evaluada de

0OVOCitos se encontraron en estadio de metafase 11.

Ball y cols. (1984) y Del Campo (1993) informan que lamaduracion final
del ovoplasma debe ocurrir concomitantemente con la maduracién nuclear del
ovocito. Asimismo, la expansion de las células del cimulus de los ovocitos
madurados in vitro, refleja la capacidad de las gamétas de reiniciar el proceso

mei 6ti co.

Nuestros resultados, permiten demostrar que existe una importante
relacion entre la expansion de las células del cimulus y la maduracion in vitro
de los ovocitos. Asi, en promedio el 96.66% de los ovocitos de los presentaron

expansion de las células del cimulus. Del mismo modo, el 93.88% de estos
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ovocitos en promedio que emiten el primer cuerpo polar y a su vez, el 91.66%
presenta metafase I1.

El estudio estadistico de las variables analizadas en lamaduracion in vitro
de los ovocitos, demuestra que no existen diferencias significativas entre los
replicados. Estos resultados corroboran que los diferentes componentes del
sistema de maduracién in vitro utilizado en el presente estudio, carecen de
variabilidad.

La mayoria de los trabajos realizados en fertilizacion in vitro en bovinos,
utilizan semen congelado para el cocultivo con los ovocitos madurados in vitro.
El procesamiento del semenincluyeel lavado, laselecciony lacapacitacion dela

célula espermaticas.

En el presente estudio, hemos utilizado el lavado del semen por
centrifugacion y la combinacion de heparinay cafeina para su capacitacion. De
este modo, hemos obtenido en promedio un 82.77% de ovocitos penetrados.
Asimismo, la formacion de los prontcleos masculino y femenino observada fue
en promedio 83.22%.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Niwa y Ohgoda (1988)
en los que utilizan el método de centrifugacion para el lavado de los
espermatozoides y obtienen una tasa de fertilizacién media del 68%, con una
variacion del 35% al 96% en relacién alos diferentes sementales utilizados. Del
mismo modo, Tajik y Niwa (1998) logran tasas de penetracién de ovocitos entre
el 73% Yy el 83%.
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Asimismo, Niwa y Ohgoda (1988) analizan el efecto sinérgico de 20
ng/ml de haparinay 10 mM de cafeina sobre la fertilizacion in vitro de los
ovocitos, y observan que aquellos espermatozoides cultivados en presencia de
ambos componentes, |os indices de penetracion espermatica se incrementan al
68% en comparacion del 32% y 35% obtenidos en presencia de heparina o
cafeina, individualmente. En la actualidad, Tajik y Niwa (1998) obtienen un
83% de fertilizacion utilizando una combinacion de 5 mM de cafeinay 10 ng/ml
de heparina para la capacitacion de los espermatozoides y un 41% mediante el

uso de heparina sin cafeina.

Referente a cocultivo, Ling y Lu (1990) informan que pueden
cocultivarse hasta 50 ovocitos por microgota de 50 m de medio de cultivo sin
que ello signifique reducir los porcentajes de fertilizacion in vitro. Asimismo,
Saeki y cols. (1995) analizan el efecto de la concentracion espermatica sobre los
resultados obtenidos en la fertilizacion in vitro de ovocitos. Estos autores,
demuestran que el incremento en la concentracion espermética de 1x10°
células/ml a 1x10° céulas/ml por cada 10 ovocitos favorece los indices de

fertilizacion.

Basados en | os resultados expresados anteriormente, en este trabajo hemos
empleado una relacion de 10 a 15 ovocitos por gota y 1.6x 10° células por
mililitro respectivamente. L atasa de polispermia obtenida en este estudio fue del
16.77%. Este resultado nos indica que la relacion ovocitos-espermatozoides ha

sido la adecuada en nuestras condiciones de trabajo.
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5.2.- Desarrolloin vitro de presuntos cigotos y embriones.

En la actualidad, los sistemas de cocultivo in vitro, cultivo en medios
condicionados y cultivo en medios definidos utilizados, aportan a los cigotos y
embriones bovinos, los elementos necesarios para el desarrollo in vitro y la

superacion del estado de blogueo 8-16 células.

Camous'y cols. (1984) obtienen un importante porcentaje de embriones
en estadio de 8 células (70%) gque alcanzan el estadio de mérula, cuando son co-
cultivados con vesiculas trofoblasticas. La obtencién del material para el
cocultivo se realiza de embriones bovinos obtenidos el dia 13 o 14 de hembra
bovinas multiovuladas. De este material, se obtienen fragmentos del trofoblasto y

posteriormente son cultivados in vitro durante 24 h. a 38°C.

Posteriormente, Aoyagi y cols. (1990) realizan un estudio comparativo en
el cocultivo de embriones en diferentes sistemas (BOEC, vesicul as trof obl asticas
y células del saco amnidtico), obteniendo en todos ellos similaresresultados en el

porcentaje de blastocistos obtenidos. Sin embargo estos autores hacen notar la
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importancia en la necesidad de producir embrionesin vitro de manera sencillay

econdmica

En este sentido, la obtencién y produccién de células BOEC para el
cocultivo con los cigotos y embriones resulta ser mas sencilla en comparacion a

|as vesicul as trof obl sticas.

Eyestoney First (1989) obtienen un incremento del 5% en la produccion
de blastocistos utilizando medio TCM-199 y células BOEC en comparacion a
TCM-199 suplementado con SFB. Asimismo, Xu y cols. (1992) informan que el
sistema de cocultivo con células BOEC afecta positivamente el desarrollo de los
embriones in vitro, aungque se necesita contar con oviductos frescos para la

obtencion del material celular.

Zhangy cols. (1995) evaltan la funcion de las células del cimulus en el
sistema de cocultivo con células BOEC. Los resultados obtenidos demuestran
gue aguellos ovocitos co-cultivados con células BOEC en presencia de las
célulasdel cumulus después de ser fertilizados, incrementan significativamente el

porcentgje de blastocistos obtenidos.

Los sistemas para el cultivo de cigotos y embriones en medio
condicionado, emplean el medio obtenido de los cultivos celulares. Sin embargo,
|os resultados obtenidos mediante el empleo de estos sistemas, no difieren de los

mencionados anteriormente.

Farin y cols. (1997) obtienen entre el 24% y 33% de blastocistos

producidos cocultivando los embriones en monocapa de células BRL. Estas
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células son generalmente producidas por laboratorios especializados y por 1o

tanto no es un material ampliamente disponible ni de econémicamente accesible.

Los medios quimicamente definidos tales como el SOF eliminan
virtualmente todas | as variabl es citadas anteriormente y permiten lograr positivos
resultados en el desarrolloin vitro de los embriones. Sin embargo, laformulacion
de este tipo de medios, requiere de componentes de muy buena calidad lo cual
significa altos costos de produccién.

Nuestras condiciones de trabajo nos permitieron optar por €l sistema de
cocultivo con células BOEC dadalafacilidad de obtencion del material y manejo

de este método dentro del sistema de produccion in vitro de embriones.

Rose y Bavister (1992) proponen como criterio de evaluaciéon del
desarrollo embrionario, el estudio delamorfologiay €l progreso en el desarrollo.
Asimismo, relacionan estos parametros con la cantidad de células que componen

los embriones en estadios avanzados del desarrollo (mérulas y blastocistos).

Xu 'y cols. (1992) evaltan el desarrollo in vitro de embriones bovinos co-
cultivados con células BOEC en diferentes medios. Sin bien los mejores indices
de desarrollo se produjeron en medio Menezo's B2, alas 48 h post-inseminacion
se observan en promedio un 62.5% de embriones en estadio de 4 célulasy un
18.2% de embriones en estadio de 8 células. A las 96 h. se aprecia un 33% de
embriones en estadio de mérulatempranay un 26% de embriones en estadio de
morula. A las 120 h. existe un 34.5% de embriones en estadio de morula
temprana, un 33.1% de embriones en estadio de moérulay un 9.4% en estadio de
blastocisto. Cabe destacar que los embriones en estadio de mérula evidenciaron

en promedio 45.4 células.
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Van Soom y cols. (1992) realizan un estudio del desarrollo in vitro de
embriones bovinos en sistema de cocultivo. El desarrollo de los embriones es
caracterizado por un clivgje rdpido hasta el estadio de 4 células. Posteriormente,
se describe un desarrollo mas lento en el estadio de 8 a 16 células 'y el estadio
morulael embrion presenta 32 células. De este modo, 0s picos de concentracion
en estadios de 2, 4, 8, 16 y 32 células se producen alas 36, 42, 60, 102 y 126

horas post inseminacion, respectivamente.

Posteriormente, Graisart y cols. (1996) informan que la mayor
proporcion de embrionesde 2, 4, 5a8, 9 a16 célulasy mérulas se producen alas
34, 46, 61, 115y 149 h. respectivamente. Asimismo, describen que existe entre
embriones una asincronia en el desarrollo de las blastomeras que comienza en el
estadio de 2 células, dado por la diferencia en el ciclo celular. Este hecho
determina que exista un retraso en €l desarrollo embrionario denominado
"lag-phase" o fase de reposo, que evidencia una caracteristica individual de
comportamiento.

Basados en estos supuestos, hemos escogido las 48 h. post-inseminacion
para la obtencién de embriones de 4 a 8 células, las 96 h. para la obtencion de
embriones de menos de 32 célulasy las 120 h. parala obtencién de embriones de
mas de 32 células. Del mismo modo, hemos tomado el criterio de evaluacion de
la morfologia progreso en el desarrollo embrionario del total embriones, a
diferentes intervalos de tiempo en los subgrupos Control | de los grupos 4-8,

menos de 32 y més de 32 células

En este trabajo hemos obtenido un porcentaje de embriones desarrollados,

segun los diferentes periodos de tiempo, que son: del 69.61% a las 48 h,
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del 59.17% alas 72 h., del 40,31% a las 96 h., del 34.82% a las 120 h. y del
25.04% alas 144 h.

L os resultados obtenidos, indican que los ovocitos bovinos madurados y
fertilizados in vitro, desarrollan en el sistema de cocultivo, hasta el estadio de
morula compacta-blasticito temprano. De este modo, los porcentgjes de
desarrollo in vitro obtenidos, concuerdan con los informados anteriormente en

los que se utilizan diferentes sistemas de cocultivo para el desarrollo in vitro.

Si bien el principal objetivo de este trabajo no ha sido la produccién
in vitro de embriones. Los resultados obtenidos en este sistema de produccion
in vitro de embriones bovinos, se basan en la concatenacion de factores

esenciaes tales como:

1.- Adecuada manipulacién de ovariosy ovocitos inmaduros.

2.- Criterio de seleccidn de los ovocitos para ser madurados in vitro

3.- Condiciones de maduracién in vitro.

4.- Adecuada manipulacion del semen y las condiciones de fertilizacion
invitro

5.- Condiciones de cultivo de cigotos y embriones.

De todos modos, €l incremento de la eficiencia en la produccion in vitro
de embriones requiere, una mayor profundizacion de los estudios en el
entendimiento de los procesos de maduracion y fertilizacion de los ovocitos, y

desarrollo in vitro de embriones.
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5.3.- Sexado de embriones.

El sexado de embriones en la especie bovina adquiere una importante
relevancia, en la produccion de animales transgénicos y en la industria de las
transferencias embrionarias, a permitir la programacion de crias de un sexo
determinado. Laincorporacion de latécnicade fertilizacion in vitro en el sistema
productivo, ha fortalecido la posibilidad de sexar embriones en estadios

preimplantacional es.

A ta fin, han sido propuestos a lo largo del tiempo diferentes
procedimientos para la determinacion del sexo. Bésicamente, existen 6
procedimientos descritos que incluyen: 1.- el andlisis citogenético, 2.- la
hibridizacion con sondas de ADN especificas para el cromosomaY, 3.- el PCR,
4.- la determinacién de enzima ligadas a cromosoma X, 5.- laidentificacion de
antigenos especificos del sexo (antigeno H-Y) y 6.- ladiferenciaen el desarrollo

entre machos y hembras.
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Los primeros tres procedimientos, emplean material embrionario parala
determinacion del sexo y poseen una eficiencia superior a 90%. Los
procedimientos 4 y 5 no requieren de la toma de muestras de material
embrionario, pero su eficiencia ha demostrado ser menor y variable (70 a 85%).
El sexto método, es solamente aplicable en aguellos sistemas de produccion
in vitro de embriones y debido a los bajos porcentagjes de predominancia de

machos sobre hembras, no resulta efectivo como método de seleccion.

Un importante criterio a considerar en la utilizacién de una determinada
técnica de sexado de embriones, esla eficienciadel mismo medida no solamente
por la cantidad de embriones que son sexados eficientemente, sino también
debemos considerar la viabilidad del embrion después de ser sometido al
procedimiento. Otro aspecto no menos importante, es lafactibilidad de incluir el
método de sexado dentro del sistema productivo. En este sentido, debemos tener
muy en cuenta la infraestructura y personal necesarios y el costo de la

implementacién del método por embridn sexado.

Teniendo en cuenta estos aspectos, hemos adoptado el método de
identificacion de antigenos especificos del sexo (antigeno H-Y), para la

determinacion del sexo en embriones bovinos.

Los trabgos realizados por White y cols. (1982) y Anderson (1987)
informan que el desarrollo in vitro de embriones de ratén en estadio de 8 a 16
células no es afectado cuando son cultivados en medio de cultivo BMOC-3

suplementado con anticuerpos H-Y, 0 con suero de cobayo.

Del mismo modo, Gardon y Tartaglione (1995) sefialan que €l cultivo

in vitro de embriones de ratén en estadios de 16 células y mérula en medio
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Whitten's suplementado con anticuerpos H-Y, o con suero de cobayo, no afecta
el desarrollo in vitro.

En el presente estudio, hemos utilizado embriones bovinos para cultivar
en medio TCM-199 suplementado con anticuerpos H-Y, o bien, suplementado
con suero de cobayo. En correspondencia con los resultados informados
anteriormente, el desarrollo in vitro de los embriones pertenecientes a los
subgrupos Control I, I1 y 111, no presento diferencias significativas, dentroy entre

los grupos de 4-8, menos de 32 y méas de 32 células.

Diferentes autores, han demostrado que el cultivo in vitro de embriones en
presencia de anticuerpo H-Y més complemento (suero de cobayo), produce
alteraciones en aproximadamente el 50% de los embriones cultivados. Sin
embargo, estos trabajos son realizados en embriones producidosin vivo, y hacen
especial mencion ala dependencia existente entre el efecto del anticuerpo H-Y y
el estadio de los embriones.

Anderson (1987) y Whitey cols. (1987 a, b y ¢) determinan el sexo de
embriones bovinos, ovinos y porcinos a partir del estadio de 8 células, por
deteccidn con inmunofluorescencia. Los trabajos realizados por White y cols.
(1982) y Gardoén y Tartaglione (1995) determinan el sexo en embriones de
ratén en estadio de 8 a 16 células y morula, a través de las alteraciones
observadas en la morfologia. Estas alteraciones estan expresadas por la
degeneracion observada en una 0 més blastémeras, exclusién de blastomeras o
retardo en el desarrollo.

Lautilizacion de éste criterio nos permitio diferenciar embriones alterados

y no alterados y de este modo inferir la accion del anticuerpo H-Y en los
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embriones pertenecientes alos subgrupos Tratados de |os grupos de menos de 32
y més de 32 células. Los resultados obtenidos mediante la utilizacion de este
método han sido similares a los logrados por otros autores (Anderson 1987;
Whitey cols. 1987 a, b y ¢) que utilizan el método de inmunofluorescencia, y
representan una pauta mas economica en la implementacion de este método de

sexado no invasivo.

White y col. (1987 a) informan que el anticuerpo H-Y ejerce su efecto
inhibitorio en el desarrollo in vitro de embriones bovinos producidosin vivo, a
partir del estadio de 8 células. Posteriormente, Utsumi y cols (1993) confirman
estos resultados, indicando que la expresion del antigeno H-Y en las células de
los embriones bovinos producidos in vivo, se manifiesta desde el estadio de 8
células hasta el estadio de blastocisto.

En el presente estudio, hemos demostrado que | os anticuerpos policlonales
H-Y, producidos en ratas de la cepa Wistar, afectan el desarrollo in vitro de
embriones bovinos obtenidos por fertilizacion in vitro en estadios superiores a 32
células. Estos resultados nos indican que la utilizacion de anticuerpos
policlonales H-Y mas complemento no afectan a los indices de desarrollo en

embriones bovinos en estadio de 4-8 células obtenidos por fertilizacion in vitro.

Una posible explicacion a este comportamiento diferencial, estariadadaen
la expresion antigeno H-Y en embriones obtenidos de ovocitos madurados y

fertilizados in vitro.

En embriones bovinos producidos in vivo, la activacion del genoma
embrionario ocurre en €l estadio de 8 a 16 células (Van Vliet y cols, 1989). Sin

embargo, Barnesy First (1991) informan que existen cambios en la morfologia
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del nucléolo delas células embrionarias asociados con la activacion en lasintesis
del rARN. Estos hechos sostienen lateoria que indica que el genomaembrionario
de los embriones producidos in vitro se activa con anterioridad (4 células) en

comparacion alos producidos in vivo.

Por otra parte, en un estudio reciente (Niemann, 1998) se comparan
diferentes aspectos entre embriones bovinos producido in vivo e in vitro.
Basicamente, se ha comprobado un menor transporte de glucosa en los
embriones obtenidos por fertilizacion in vitro. Otra importante diferencia esta
dadaen las proteinas de las uniones intercel ulares desmsomas. Estas proteinas, se
encuentran poco expresadas en embriones producidos por fertilizacion invitro, 1o
que significa que las uniones entre las células no estan totalmente desarrolladas.
Este tipo de observaciones, indicaria que | as condiciones de produccion y cultivo
in vitro de embriones difieren de las encontradas in vivo y determinan un

comportamiento diferente en algunos aspectos entre unosy otros.

En el presente estudio, e subgrupo Tratados de los embriones en estadio
de 4-8 células no mostré diferencias significativas en comparacion con los
Controles |, 11, y I11. Estos resultados, demuestran que a pesar de estar presentes
en el cultivo el anticuerpo H-Y y el complemento, |la ausencia de alteraciones en
los embriones, indicarialafalta de expresion del antigeno H-Y enlasuperficie de

|as células embrionarias.

El anticuerpo H-Y producido por inmunizacion de hembras en ratén dela
cepa C57BL/6, ha demostrado tener reaccion cruzada con antigenos H-Y en
diferentes especies domésticas. Asi, Whitey cols. (1987 ay b) Avery y Schmidt
(1989) y Booman y cols. (1989) en bovinos; Whitey cols. (1987 c) en ovinosy
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White y cols. (1985) en porcinos, han utilizado anticuerpos obtenidos en

hembras de ratén, para el sexado de |os embriones.

Del mismo modo, anticuerpos H-Y producidos por inmunizacién en ratas
de la cepa Wistar, han sido propuestos para sexar embriones en caprinos y
bovinos (Utsumi y cols., 1993) y embriones de raton (Gardédn y Tartaglione,
1995).

Nuestros resultados, son coincidentes con las anteriores observaciones, y
demuestran el efecto interespecifico de los anticuerpos H-Y producidos en rata
para el sexado de embriones bovinos en diferentes estadios del desarrollo

embrionario obtenidos por fertilizacion in vitro.

El andlisis citogenético ha sido utilizado como método de confirmacion
del sexo de los embriones alterados y no alterados de cada grupo y subgrupo del

desarrollo embrionario.

King y cols. (1991), determinan el sexo en e 51% de los embriones
bovinos producidos in vivo e in vitro. Los embriones son expuestos a una
concentracion de 0.05ng de col chicina por mililitro de medio de cultivo durante 4
a 8 h y posteriormente son tenidos con solucion de Giemsa a 4%. En el mismo

estudio este porcentaje se incrementa a 60% utilizando técnica de bandeo C.

Por otra parte, Hossepian De Lima y cols. (1994) incrementan el
porcentaje de embriones bovinos sexados al  90%, mediante la exposiciéon a

0.16 nyg de colchicina por mililitro de medio de cultivo durante 8 h.
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En este trabajo laexposicién acolchicina (0.16 ng/ml), permitié confirmar
el sexo en aproximadamente el 70% de los embriones. Estos resultados
representan valores intermedios a los citados con anterioridad, posiblemente

determinados el estado de los embriones a momento del estudio

En la especie bovina, el cromosoma X es facilmente identificable por su
tamano y estructura diferencial, con respecto al cromosoma Y . Laidentificacion
del sexo en los embriones alterados y no alterados se realizo por lavisualizacion

de ambos cromosomas sexuales en cada grupo de 60 cromosomas.

Cabe destacar, que |os embriones pertenecientes alos grupos de menos de
32 y més de 32 células exhibieron buena calidad de metafases que permitieron
confirmar con mayor facilidad el sexo. Sin embargo, el menor nimero de células
de los embriones de grupo 4-8 células, dificultd la obtencion de metafases de
buena calidad |o que obstaculizé laidentificacion de aquellos individuos machos.
Este inconveniente en el sexado de embriones machos con bajo nimero de

células fue también descrito por Utsumi y cols. (1993).

Estudios realizados en bovinos, indican que en general |a relacion sexual
macho:hembra es cercana a 1:1 con un 2 a 3 % més de machos que de hembras
(King y cols,, 1991). En este sentido, algunos autores (Avery y cols., 1991,
Carvalho y cols, 1995; Gutierrez-Adan y cols.,, 1996) sugieren que los
embriones bovinos en el dia 7 del desarrollo producidos in vitro, poseen una
alteracién en larelacion sexual 1:1.

Sinembargo, Kingy cols. (1991) en un estudio comparativo realizado con
embriones bovinos producidos in vivo e in vitro, determinan que no existen

diferencias significativas en la relacion entre machos y hembras. Del mismo
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modo, Grisart y cols. (1995) no encuentran modificacion en la relacion sexual

en los embriones bovinos de los dias 7 a8 producidos por fertilizacion in vitro.

El sexado por cariotipo permitio confirmar que un elevado porcentagje de
los embriones considerados alterados y no alterados en el subgrupo Tratados de
los Grupos de menos de 32 y mas de 32 células, corresponden a machos y
hembras respectivamente. De este modo, en los Tratados, la relacion
macho:hembra de los embriones evaluados difiere significativamente en
comparacion alos subgrupos Controles|, |1 y 111 delos Grupos 4-8, menos de 32

y mas de 32 células y también del subgrupo Tratados del Grupo 4-8 células.

Anderson (1987) encuentra una elevada correlacion entre el nimero de
embriones bovinos en estadio de 8 células a blastocisto producidos in vivo,
identificados como machos por € método de inmunofluorescencia y la
identificacion del sexo por cariotipo. Del mismo modo, se observa el mismo
comportamiento entre el nimero de embriones identificados como hembras por

el mismo método y la posterior identificacion del sexo.

Posteriormente, Utsumi y cols. (1993) informan similares guarismos en la
correlaciéon entre los presuntos machos o hembras de embriones bovinos
producidos in vivo, es estadio de morulas e identificados por lainhibicion en la

formacion del blastocele.

Como destacamos anteriormente, en esta trabajo, la proporcién de
embriones alterados y no alterados en los subgrupos tratados en los grupos de
menos de 32 y mas de 32 células difiere significativamente. Asimismo, después
del cariotipo de los embriones, hemos encontrado una alta proporcion de machos

en los clasificados como alterados y una alta proporcién de hembras en los
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clasificados como no alterados. De este modo podemos, demostrar que existe una
positivacorrelacion entre el criterio empleado para seleccionar losembrionesy el

sexo posterior confirmado por cariotipo.

El estudio realizado por Wachtel, (1984) arrojé un 86% de eficienciaen €l
sexado de embriones bovinos producidos in vivo, utilizando como criterio de
identificacion la ausencia en la formacion del blastocele en embriones que se
encontraban en estadio de mérula. Posteriormente, White y cols. (1987 a y b)
obtienen un 86% Yy 87% respectivamente de eficiencia en el sexado de embriones
bovinos producidos in vivo, por determinacion con inmunoflorescencia de los

embriones H-Y positivos 0 H-Y negativos.

La metodologia y criterios empleados en el presente estudio, permitio
determinar el sexo eficientemente en el 82% de los embriones bovinos
producidos y cultivados in vitro. Estos resultados son levemente inferiores a los
publicados con anterioridad y posiblemente, esta diferencia esta dada en la
utilizacion de criterios subjetivos tales como: citdlisis parcial o retraso en el

desarrollo in vitro.

Sin duda, la determinacién de eventos claramente evidentes en el
desarrollo embrionario tales como la formacion del blastocele o bien, la
utilizacion de anticuerpos H-Y unidos a una substancia fluorescente, son menos
subjetivos que los utilizados en este estudio. Sin embargo, €l criterio que hemos
utilizado permite ser aplicado en embriones en diferentes estadios del desarrollo

embrionario y simplificala técnica de procesamiento de los embriones.
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Conclusiones

PRIMERA: Los criterios de selecciéon de ovarios, foliculos y ovocitos
empleados son considerados Utiles y efectivos, para lograr buenos indices de

maduracion y fertilizacion in vitro.

SEGUNDA: Los elevados indices de maduracion y fertilizacion in vitro
de los ovocitos seleccionados demuestran que los medios y las condiciones de
cultivo utilizados en el presente estudio, son aptos y proveen las condiciones

necesarias para el cumplimiento de los procesos fisiol 6gicos requeridos.

TERCERA: La utilizacion del sistema de cocultivo con células BOEC
evidencia con claridad, que los cigotos bovinos son cultivados adecuadamente
mas alla del estadio de blogqueo (8-16 células).

CUARTA: Los anticuerpos H-Y producidos en ratas de la cepa Wistar
inmunizadas con células de bazo de macho de la misma cepa, poseen reaccion

cruzada con los antigenos H-Y de embriones bovinos.
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QUINTA: El cultivoin vitro delos embriones bovinos con anticuerpos H-
Y y complemento produce diferentes niveles de citotoxicidad, que permiten
individualizar el desarrollo diferencial entre machos y hembras en estadios

superiores a 8 células.

SEXTA: El cariotipo es un método econdémico y efectivo para corroborar
el sexo de los embriones clasificados como aterados y no alterados después de

ser cultivados en presencia o ausencia de anticuerpos H-Y .

SEPTIMA: Laelevada correlacion existente entre la evaluacion del sexo
por cariotipo y la citotoxicidad de los embriones cultivados en presencia de
anticuerpos H-Y, demuestra que las alteraciones producidas en el desarrollo

pueden ser utilizadas para el sexado de embriones.
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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el sexo de embriones bovinos
en distintos estadios del desarrollo embrionario obtenidos por fertilizacion in

vitro, mediante la utilizacion de anticuerpos H-Y.

Para ello, hemos utilizado 3180 ovarios obtenidos en 18 replicados de
vacas Aberdeen Angus. Del total de ovarios, fueron seleccionados 5.305 ovocitos
para ser madurados in vitro en medio TCM-199 suplementado FSH, LH,
estradiol, piruvato de sodio, suero fetal bovino (SFB) y antibidticos. Finalizado el
periodo de maduracion in vitro, los ovocitos fueron fertilizados con 1,5 x 10°
células/ml, de semen bovino en medio B.O. modificado y suplementado con
cafeina, heparina, albumina sériabovina (BSA) y lactato de calcio. Los cigotosy
embriones obtenidos fueron co-cultivados con células oviductales (BOEC), en

microgotas de 100 yl de medio TCM -199 suplementado con SFB, y antibi6ticos.

Posteriormente, un total de 2.076 embriones, fueron divididos en tres
grupos determinados seguin las horas transcurridas desde el co-cultivo con las
células espermaticas in vitro El Grupo A: 4-8 células (48 h)., el Grupo B:
menos de 32 células (96 h) y el Grupo C: mas de 32 células (120 h). A su vez,
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todos los embriones de estos grupos se repartieron en 4 subgrupos El Control |

(n=519) co-cultivados con células BOEC, en medio TCM-199 suplementado con
SFB y antibidticos, € Control 11 (n=517) co-cultivados con células BOEC, en
66,66% (v/v) de medio TCM-199 suplementado con SFB, antibidticosy 33,33%
(v/v) de suero de cobayo; Control 111 (n=519): co-cultivados con células BOEC,
en 66,66% (v/v) de medio TCM-199 suplementado con SFB, antibid6ticos y
33,33% (v/v) de antisuero H-Y, y e Tratado (n=521): co-cultivados con células
BOEC, en 33,33% (v/v) de medio TCM-199 suplementado con SFB,
antibioticos, 33,33% (v/v) de suero de cobayo y 33,33% (v/v) de antisuero H-Y .
Larelacion existente entre niveles de citotoxicidad y el sexo de los embriones, se

evalud por cariotipo

Después del periodo de maduracion in vitro se obtuvieron un 96.66% de
ovocitos que presentan cumulus expandido. A su vez, de estos ovocitos un
93.88% emiten el primer corpusculo polar y en e 91.66% de ovocitos se
visualizalametafase Il. El porcentaje de embriones desarrollados fue del 69.61%
alas48 h, del 59.17% alas 72 h., del 40,31% alas 96 h., del 34.82% alas 120 h.
y del 25.04 a las 144 h. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05)

paralas variables analizadas entre | os diferentes replicados.

Después del cultivo en presencia o ausencia de anticuerpos H-Y, los
embriones fueron evaluados como alterados y no alterados No se encontraron
diferencias significativas (p>0.05) dentro y entre los diferentes subgrupos del
desarrollo embrionario para e Grupo A. Sin embargo, existen diferencias
significativas (p<0.05) entre los subgrupos Control (I, Il y 1Il) respecto de
Tratados para los Grupos B. Del mismo modo, no existen diferencias
significativas (p<0.05) entre los subgrupos Controles |, 11 y I11 delos Grupos A,

B y C. Fueron encontradas diferencias significativas (p>0.05) entre el subgrupo
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Tratados del Grupo A respecto de los Tratados de los Grupos B 'y C, y no
significativas entre los subgrupos Tratados de los Grupos B y C. La relacion
macho:hembra, fue significativa (p>0.05) respecto de lanormal observada en la
especie 1.1, en los subgrupos Tratados de los grupos B y C respecto de los
Controles I, Il y 111 de los Grupos A, By Cy tratados del Grupo A. Asimismo,
existe una elevada correl acion entre los embriones clasificados como alteradosy
de sexo, machos, determinado por cariotipo en los subgrupos Tratados de los

GruposBy C.

La metodologia empleada para madurar, fertilizar ovocitos y desarrollar
embriones in vitro, ha sido efectiva. El cultivo de los embriones en presencia de
anticuerpos H-Y y complemento, produce alteraciones en el desarrollo in vitro,
en estadios superiores a 8 células. Los anticuerpos H-Y producidos en ratas,

poseen reaccioén cruzada con los antigenos H-Y de embriones bovinos.
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Summary

The objective of the present study was to evaluate the sex of bovine
embryos in different stages of the embryonic development obtained by in vitro

fertilization by means of the use of H-Y antibodies.

For it, we have used 3180 ovaries obtained in 18 replicates of Aberdeen
Angus cows. From them atotal of 5.305 oocytes were selected for in vitro maturation
in TCM-199 supplemented with FSH, LH, oestradiol, sodium pyruvate, fetal calf serum
(FCS) and antibiotics. After concluding the in vitro maturation period the oocytes were
fertilized with 1,5 x 10° cellsml of bovine semen in medium B.O. modified and
supplemented with caffeine, heparin, bovine serum albumin (BSA) and calcium lactate.
The zygotes and embryos were co-cultured with bovine oviducal epithelial cells
BOEC, in microdrops of 100 yl of TCM-199 supplemented with FCS, and

antibiotics.

Later on, a total of 2.076 embryos, they were divided in three groups
according to the hours lapsed from the in vitro co-culture with the spermatic
cells. The Group A: 4-8 cells (48 h), Group B: less than 32 cells (96 h) and
Group C: more than 32 cells (120 h). In turn, all the embryos of these groups
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were distributed in 4 subgroups. Control |1 (n=519) co-cultured with BOEC, in
TCM-199 supplemented with FCS and antibiotics; Control 11 (n=517) co-
cultured with BOEC, in 66,66% (v/v) of TCM-199 supplemented with FCS,
antibiotics and 33,33% (v/v) of guinea pig serum; Control 11 (n=519): co-
cultured with BOEC, in 66,66% (v/v) of TCM-199 supplemented with FCS,
antibiotics and 33,33% (v/v) of H-Y antiserum, and the Treated (n=521): co-
cultured with BOEC, in 33,33% (v/v) of TCM-199 supplemented with FCS,
antibiotics, 33,33% (v/v) of guinea pig serum and 33,33% (v/v) of H-Y
antiserum. The existent relationship between cytotoxicity levels and the sex of

the embryos was evaluated by karyotype

After the period of in vitro maturation, it was obtained 96.66% of oocytes
that present expanded cumulus. In turn, of these oocytes 93.88% emits the first
polar body and 91.66% of them shows metaphase Il. The percentage of
developed embryos was 69.61% at 48 h., 59.17% at 72 h., 40,31% at 96 h.,
34.82% at 120 h. and 25.04% at 144 h. There were not significant differences
(p>0.05) for the analyzed variables among different replicates.

After the culture in presence or absence of H-Y antibodies embryos were
evaluated as having altered and not altered. There were not significant
differences (p>0.05) inside of and among the different subgroups of the
embryonic development for the Group A. However, significant differences exist
(p < 0.05) among Control subgroups (I, Il and 111) regarding Treated for Groups
B. In the same way not significant differences exist (p < 0.05) among the Control
[, Il and Il subgroups of the Groups A, B and C. Significant differences (p>0.05)
were found among the Treated subgroup of the Group A regarding the Treated of
Groups B and C. Not significant differences were found between the Treated

subgroups of the Groups B and C. The relationship male:female was significant
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(p>0.05) regarding the norma one observed in the species 1:1 in Treated
subgroups of Groups B and C regarding the Controls|, Il and 111 of Groups A,
B and C and treated of Group A. Also a high correlation exists among embryos
classified as having altered and of sex males determined by karyotypein Treated
subgroups of Groups B and C.

The methodology used to in vitro maturation, fertilization of oocytes and
embryo development it has been effective. The culture of the embryos in
presence of H-Y antibodies and complement produces alterations in the in vitro
development, beyond 8 cells stage. The H-Y antibodies obtained from rats

possess crossed reaction with the H-Y antigens of bovine embryos.
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