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Resumen

La infertilidad es un problema que afecta a aproximadamente 1.5 millones de
parejas en México, esto segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y

Geografia e Informatica.

La infertilidad se define como la incapacidad de lograr un embarazo a pesar de
gue las parejas hayan mantenido relaciones sexuales durante un periodo mayor a
12 meses sin proteccion. Existen dos tipos de infertilidad. La infertilidad primaria
se refiere a las parejas que nunca han quedado embarazados después de
mantener relaciones sexuales al menos un afio sin usar métodos anticonceptivos.
La infertilidad secundaria es cuando las parejas ya han tenido hijos al menos una
vez y no lo han logrado nuevamente.

La edad en que una mujer alcanza el pico de fertilidad es de los 20 a los 25 afios,
conforme la edad avanza las probabilidades del embarazo disminuyen
especialmente después de los 40. Debido a esto es que se han creado diversas
técnicas de reproduccion asistida (TRA), cuya funcion es ayudar a las parejas que
no pueden tener hijos y en especial en casos donde la mujer es mayor a 35 afnos.
Estas técnicas no siempre dan buenos resultados debido a una inadecuada
seleccién de los ovocitos, como puede ser la seleccion de ovocitos sin maduracion
citoplasmatica y nuclear, esto desembocaria en anomalias morfolégicas, por lo
tanto, es necesario que el ovocito se encuentre maduro tanto nuclear y
citoplasmaticamente. La maduracién nuclear del ovocito, comprende el paso de la
etapa de primer cuerpo polar al segundo arresto meidtica e implica
transformaciones cromosomicas importantes. La maduracion citoplasmatica
involucra cambios morfolégicos y funcionales, cambios en la expresién de
proteinas celulares y modificaciones transcripcionales del ARNm. Estos cambios
dan como resultado un ovocito rodeado por una matriz de glicoproteinas
denominada Zona Pellcida (ZP), un citoplasma con su propia membrana celular,
un espacio previtelino que se encuentra entre la membrana celular del citoplasma

y la ZP, este espacio previtelino contiene el cuerpo polar del ovocito en Mil. A



cada una de estas estructuras se le pueden determinar sus dimensiones y podrian
identificar a un ovocito maduro.

El objetivo del presente trabajo fue determinar las dimensiones morfoldgicas de
ovocitos ovulados de raton que nos indiquen si se encuentran maduros nuclear y
citoplasmaticamente al ser fertilizados in vitro. Se determiné que existe una
relacion entre el éxito de la fertilizacion in vitro y las dimensiones de los ovulos.
Ovocitos con diametro citoplasmatico entre 80 y 90 um, con un grosor de la zona
pellucida entre 8 y 9 um y un diametro total (ZP + ovocito) entre 90 y 100 um
presentaron un mayor porcentaje de fecundacion (70, 73 y 62 respectivamente).
Estos ovocitos pueden ser elegidos para los procesos de Reproduccion Asistida.

Sin embargo esto no asegurara una eficacia del 100% en la fertilizacion.



Introduccién

Una caracteristica de los seres vivos es la reproduccion, éste es un proceso
biolégico que va a permitir la creacién de nuevos organismos y la permanencia de
una especie. La reproduccién puede englobarse en dos grandes grupos: la
asexual y la sexual. La asexual da origen a nuevos individuos a partir de la division
de células somaticas, lo que genera individuos con la misma informacion genética
(Jiménez y Ruiz, 2006). La reproduccion sexual se lleva a cabo en organismos
gue presentan gonadas mediante la union de células especializadas, un 6vulo y un
espermatozoide, generadas previamente por meiosis, gracias a esto existe una
recombinacién de genes, de los que el nuevo organismo obtendra caracteristicas

tanto de la madre como del padre, lo cual asegurard una variabilidad genética.

Tanto los espermatozoides como los Ovulos son el resultado de un proceso
llamado gametogénesis, en el que las células maduran y adquieren su capacidad
para la fecundacién (Sadler, 2000).

La ovogénesis es el proceso mediante el cual ovogonias se transforman en

ovocitos maduros y listos para la fecundacion (Knobil y Neill, 2006).
La gametogénesis consta de cuatro fases:

Fase |.- Origen extraembrionario de células germinales y migracion a las

gbnadas en formacion (Figura 1).

Las células germinales primordiales (CGP) migran hacia las gbnadas debido a que
se originan fuera de ellas (Figura 1), esto ocurre durante los primeros estadios del
desarrollo embrionario. (Chuaire et al., 2002; Soto-Suazo et al., 2005). Se cree
que las crestas genitales producen una sustancia que atrae a las células

germinales, llamada tel6feron (Cabero et al., 2007).

En esta fase la gametogénesis es idéntica en el hombre y la mujer.
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Figura 1. Diagrama que muestra, la migracién de las células germinales
primordiales desde la pared del saco vitelino a las crestas genitales pasando
por el mesenterio dorsal del intestino posterior. La migracién ocurre a finales
de la tercera o inicios de la cuarta semana del desarrollo.

Fase Il.- Aumento del nimero de células germinales mediante mitosis
(Figura 2).

Las CGP comienzan a dividirse mitéticamente para incrementar su numero,

resultando células diploides genéticamente iguales (Vantman et al., 2010).

Las ovogonias se dividen Unicamente en el periodo prenatal (Figura 2), esto
significa que en las células femeninas habra un numero limitado de células

germinales.

Hacia el final del tercer mes, las ovogonias se agrupan y seran envueltas por una
capa de células epiteliales, denominadas células foliculares, dando lugar a los

foliculos primordiales.

Algunos 6vulos van a degenerarse de forma natural, este proceso recibe el

nombre de atresia.
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Figura 2: Esquema que representa las tres primeras fases de la ovogénesis en
mamiferos.



Fase Ill.- Reduccion de numero de cromosomas mediante
meiosis.

En esta fase las células germinales reducen su carga cromosémica de 2n
(diploide) a 1n (haploide) (Figura 2).

Los ovocitos primarios sobrevivientes a la atresia entran en la primera division

meiotica o division reduccional.

La divisibn reduccional sucede cuando las células hijas reducen su carga
cromosOmica a 1n pero las cromatidas hermanas siguen unidas por el centromero

y la carga es 2 ¢ (cromatidas) (Figura 3).

Esta divisibn meidtica va a interrumpirse al nacimiento, en la que los 6vulos
quedan suspendidos en fase de diplotenia, esto se debe a la accién del inhibidor
de maduracion del ovocito (IMO) secretado por las células foliculares.

La meiosis Il o divisién ecuatorial retomara su curso cuando el individuo llegue a la
pubertad, en esta etapa de la meiosis los centrdmeros que estan unidos por las
cromatidas hermanas se dividen, dando como resultado una célula completamente
haploide (1n 1c) (Figura 3).

Habra otra detencién en la maduracion de los évulos, y esta se dara en metafase
2, cuando el ovocito presente el primer cuerpo polar y sea ovulado. Para que el
ovocito siga con su maduracion nuclear es necesario que un espermatozoide

fecunde el 6vulo.

De esta forma los ovocitos continuaran su maduracion de forma ciclica (ciclo
menstrual), por la accion de hormonas, mientras exista vida fértil en la mujer
(Figura 4).
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Figura 3.- Diagrama que muestra las dos fases de la meiosis y los bloqueos
durante la maduracion nuclear del ovocito en mamiferos.
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Figura 4.- Diagrama que muestra
las hormonas que intervienen en el
ciclo menstrual, puede verse que
pocos dias antes de la ovulacion
hay un alza en la hormona
luteinizante y la foliculo
estimulante, y pasada la ovulacién
hay un aumento de progesterona y
estrogenos.

Fase IV.- Maduracion estructural y funcional de los ovulos y los

espermatozoides.

Para que las células germinales estén listas para la fecundacion deben de pasar

por una fase de maduracion, durante la cual no se observan cambios significativos

en los ovocitos.

Las células de la granulosa o células foliculares, son células de soporte que

rodean al ovocito. Antes de que el ovocito madure, estas células tienen varias

funciones como el intercambio de aminoacidos y metabolitos que serviran para el

crecimiento del ovocito. También se encargan del primer blogueo, debido a que

secretan un factor inhibidor de la meiosis, ademas estas intervienen con la
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maduracion de los ovocitos, ya que liberan progesterona y presentan receptores

para la hormona luteinizante (Barcat., 2009)

La maduracién del ovocito esta regulada por el cerebro. El hipotdlamo secreta la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) que estimula a la hipofisis y secreta
hormonas gonadotropicas como la hormona luteinizante (LH) y foliculoestimulante
(FSH) (Figura 5). Esta ultima estimula el crecimiento de varios foliculos
primordiales, sin embargo solo uno de los foliculos primarios madurara y seré
liberado (Figura 6) (Moore, Persaud y Torchia, 2008).

La LH y la FSH inducen los cambios ciclicos en el ovario, al comienzo de la
pubertad y su produccion decrece cuando se llega a la menopausia, también
estimulan al ovario a producir estrégeno y progesterona, (principalmente tienen un
efecto en el desarrollo del aparato reproductor femenino), si el factor inhibidor
hipotalamico esta ausente, la hipoéfisis también producira la prolactina, esta
hormona actia sobre las glandulas mamarias estimulando la produccién de leche

(Tresguerres et al 2009).
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Figura 5. Diagrama que muestra las diferentes hormonas que intervienen en el

control de la reproduccion femenina y las funciones que tiene cada una. Como

puede verse las hormonas trabajan en conjunto con la finalidad de preparar al

cuerpo femenino para la implantacion de un ovocito fecundado y de esta forma

desarrollar a un nuevo individuo.
El ovocito sera expulsado del ovario pasando por las trompas de Falopio, donde
las células de granulosa se separan del ovocito, y por medio de contracciones
musculares sera impulsado hacia el Gtero (Figura 5). Algunas células de granulosa
rodearan la zona pelucida del évulo, formando la corona radiada (Figura 6). Si el
ovocito llega al utero y no ha sido fecundado se degenera y el cuerpo liteo se
deteriora hasta desaparecer, provocando el sangrado menstrual debido a la
disminucién de la produccion de hormonas, en caso contrario si la fecundacion se

lleva a cabo, el cuerpo lateo crece, provocando un aumento en la produccion de
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hormonas, como la gonadotropina coriénica humana (hCG), esta hormona evitara

la degeneracion del cuerpo lateo.

Zona pelucida

Nucleo

Citoplasma

Corona radiada PRYOR WILD 2010

Figura 6. Diagrama que muestra la estructura del ovocito de mamiferos:
nacleo, citoplasma, zona pellcida que esta ubicada entre el ovocito y la corona
radiada, esta Ultima esta formada por dos o tres capas de células foliculares.

Para que haya una adecuada fertilizacion es necesario que el 6vulo se encuentre
maduro citoplasmaticamente (Quetzal Vidal, 2014; Valdes et al.,, 2010; E.M.,
2006).

La fecundacion se da en la regiébn ampollar de las trompas de Falopio, que es la

parte mas ancha. Da inicio a una serie de cambios fisioldégicos, hormonales y
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fisicos, estos comienzan cuando el espermatozoide penetra en el ovulo y finalizan
cuando la informacién genética se recombina. El resultado es un individuo con

caracteristicas genotipicas y fenotipicas de ambos padres.
La fecundacion se divide en tres fases (Figura 7) que son:
Fase |.- Penetracion del espermatozoide a la corona radiada del ovocito.

La corona radiada estd formada por una matriz extra celular de proteinas y
carbohidratos especialmente acido hialurénico (AH). Se cree que la Hialuronidasa
contenida en la cabeza espermatica ayuda a la penetracion de la corona radiada,

ademas del movimiento espermatico. (Carlson y Kantaputra, 2014)
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Figura 7.- Diagrama que muestra las principales fases de la fecundacion, la
cual inicia cuando un espermatozoide atraviesa la corona radiada (fase I) y la
zona pelucida (fase Il), después se lleva a cabo la reaccion cortical para que un
segundo espermatozoide no entre en el ovocito, se libera el segundo cuerpo
polar y los pronudcleos masculino y femenino entran en metafase para combinar
su material genético (fase III).

Fase Il.- Penetracion del espermatozoide a la zona pelucida.

La zona pellcida esta compuesta por cuatro glicoproteinas: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4
(Izquierdo, 2009).

La ZP3 es la mas importante, porque ayuda a la penetracion del espermatozoide a

la zona pelucida. Actia como un receptor especifico para los espermatozoides.



Los espermatozoides reconoceran la ZP3 debido a algunas moléculas que actian

como sitios de unién exclusivos para ZP3 (Valdés et al. 2010).

Hay enzimas que provocan la lisis de la zona pelicida, como las esterasas,
acrosina y neuraminidasa. La acrosina es de vital importancia, debido a que

induce la protedlisis de la zona peltcida (Valdés et al. 2010).

Después de que el espermatozoide tiene contacto con la superficie del ovocito la
zona pelucida tiene un cambio en sus propiedades, que evita una poliespermia

(figura 8).

El cambio en la zona pellcida se debe a la liberacion de enzimas lisosomicas de
los granulos corticales, esto provoca que la membrana del ovocito se vuelva

impenetrable para otros espermatozoides, inactivando la ZP3 (Valdés et al. 2010).

Secrecion de los
granulos corticales

Granulos
corticales

Figura 8.- La imagen muestra como los granulos corticales secretan su
contenido y modifican la estructura de la zona pellcida impidiendo la entrada
de un segundo espermatozoide al ovulo una vez que este ya ha sido
fecundado.

Fase |lll.-Fusibn de las membranas celulares, del ovocito y el

espermatozoide.

Una vez que el espermatozoide ha atravesado la zona pellcida, las moléculas de
la membrana del esperma (fertilina y ciritestina) se unen a las moléculas de la

membrana del ovulo (integrina « 6- B 1), si las moléculas de ambos gametos no se
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reconocen, las membranas del espermatozoide y del évulo no se fusionan (Valdés
et al. 2010).
Cuando el espermatozoide entra en contacto con el ovulo, el 6vulo termina con la

segunda division meidtica, y se forma el segundo cuerpo polar (fase Ill).

Los pronucleos femenino y masculino cuentan con envolturas nucleares (figura 9),
que se pierden cuando entran en contacto entre ellos y los cromosomas de ambos
prondcleos se mezclan, de esta forma comienza una mitosis normal (Matorras et
al, 2008).

Figura 9.- Microfotografia en contraste de fases que muestra un Ovulo
fecundado y la presencia de dos pronlcleos, masculino y femenino, bien
definidos con sus envolturas nucleares (Flecha).

Como resultado tendremos una célula con 23 pares de cromosomas, entre ellos

un cromosoma X o0 Y que determinard el sexo del cigoto y el inicio de la

segmentacion.

En el cigoto se llevaran a cabo una serie de divisiones hasta que este se implante

en el endometrio donde seguira con su desarrollo (Figura 10).



Figura 10.- Imagen que muestra las divisiones que hay en el ovocito fecundado
en humano y la anidacién del embrién en el Utero.



Técnicas de Reproduccidn Asistida (TRA).

Segun la OMS la infertilidad es una enfermedad que afecta la capacidad de lograr
un embarazo clinico, debido a esto se han creado técnicas destinadas a ayudar al
proceso de la fertilizacion.

La reproduccion asistida consiste en una serie de técnicas que ayudan a que

exista fecundacion de forma artificial, dentro de ellas estan: inseminacion
intrauterina (1IU), transferencia de gametos en la trompa de Falopio (GIFT),
transferencia de embriones en la trompa de Falopio (ZIFT), inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides a 6vulos (ICSI) y fertilizacion in vitro (FIV)

(Figura 11) (Tabla 1) (Version en inglés revisada por: Susan Storck, 2016).
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Técnica sencilla
en la que los
espermatozoides
capacitados se

GIFT

Los 6vulos son
aspirados del
ovario de la
paciente y se

ZIFT

Cuando los
embriones

estan en
etapa de

ICSI

Los

espermatozoi
des seran
inyectados en

FIV

Union de un
ovulo con un
espermatozoide
fuera del cuerpo

depositan en el colocan con | blastocito se | los ovulos de la paciente,
Gtero por medio | los transfieren | aspirados los ovulos
de una canula. espermatozoid  al atero del deben ser

es en las paciente incubados en la

trompas de
Falopio

Tabla 1.- Muestra las diferentes técnicas de reproduccién asistida.

presencia de
espermatozoide
s capacitados

para que se
forme un
embrion en
cultivo y

posteriormente
sea transferido
al Gtero

Para llevar a cabo la FIV en el humano son necesarios los siguientes pasos:

e Induccién de la superovulacion.- Mediante la administracién de farmacos

se incrementa la produccién de ovulos.
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e Recuperacion de 6vulos en el ovario.- Se introduce una aguja delgada a
través de la vagina hasta el foliculo ovarico desarrollado donde se extraen
los 6vulos por medio de aspiracion.

¢ Inseminacion y fecundacion.- Los espermatozoides se colocan junto con
los Ovulos, posteriormente se incuban en condiciones controladas de
temperatura 'y COa.

e Cultivo del embridn.- A partir de que el 6vulo se divide deben esperarse 5

dias para que se transfiera al utero.

2 |
|
14 @ Muesirs de somen

il

mlwﬂmﬂ-
dr dnmlos

Figura 11.- Diagrama que muestra el proceso para la FIV. Para que exista una
superovulacion se administran farmacos que eleven las concentraciones de
hormonas que provocaran un incremento en la produccién de o6vulos, la
hormona foliculoestimulante (FSH) y la luteinizante (LH) son las encargadas de
dicho incremento.

Cuando se quiere aumentar la produccion de 6vulos artificialmente es necesario
administrar ciertos farmacos que favorezcan esta produccion, en el caso de los
animales es necesaria la administracion de gonadotropina coriénica humana

(HCG) y gonadotropina coridnica equina (PMSG).



Antecedentes

La maduracion nuclear y citoplasmatica del ovocito.

Los procesos involucrados en la maduracion del ovocito ocurren desde la etapa
fetal de la hembra hasta el final de su vida reproductiva. Las ovogonias o células
germinales primordiales sufren divisiones mitGticas prenatalmente para asegurar
que la hembra nazca con suficientes células germinales que posteriormente
formaran foliculos. Sin embargo, solo una parte de las ovogonias reinician meiosis
formando ovocitos primarios, que son con los que nacerd la hembra (Senger,
1999).

La maduracién del ovocito se divide en maduracién nuclear y citoplasmética, estos
hacen referencia a los cambios por los cuales el ovocito debe de pasar para poder
ser fecundado exitosamente por un espermatozoide y poder desarrollar el embrion
(Martinez Madrid, 2002).

La maduracion citoplasmética involucra cambios morfolégicos y funcionales
relacionados con la relocalizacién de organelos (Stricker et al., 2006; Brevini et al.,
2007 De los Reyes et al., 2007; Reyes et al.,, 2011; de Lesegno et al., 2007),
cambios en la expresion de proteinas celulares responsables de conducir al
ovocito hacia competencias fundamentales para su desarrollo (Watson, 2007) y
modificaciones transcripcionales de mRNA (Ellederova, 2004).

La maduracion nuclear, definida como el progreso desde el primer al segundo
arresto de la divisibn meidtica, implica transformaciones cromosémicas
importantes. La desintegracion de la envoltura nuclear (GVBD) marca el inicio de
la maduracion, la cual progresa hasta la primera metafase (Ml), seguida por la
extrusion del primer cuerpo polar y el avance hasta la segunda metafase (Mll)
(Richard, 2007).

La maduraciéon nuclear de los ovocitos de mamiferos continuard en el momento de

la fertilizacién después de que ha sido ovulado.
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En la mayoria de las hembras de mamiferos la maduracidon nuclear y
citoplasmatica ocurre bajo el ambiente folicular, esto quiere decir que ocurre antes
de que el ovocito sea ovulado (Eppig et al., 2001). Sin embargo un estudio que se
realiz6 en perros indic6 que en los céanidos, los ovocitos son ovulados en la
profase de la primera division meidtica (Renton et al., 1991; Songsasen y Wildt
2007), esta etapa es identificada morfologicamente como etapa de vesicula
germinal (GV).

La maduracion in vitro (MIV) es el principal factor que limita la produccion eficiente
de embriones, esto ocasiona que algunas veces las técnicas de reproduccion
asistida no sean exitosas, probablemente se deba a la incapacidad del medio de
cultivo para producir las sefales de comunicacién adecuadas entre los ovocitos y

las células somaticas cercanas (Eppig et al 1996)

El complejo corona- cumulo- ovocito (CCCO) no es un indicativo de si el ovocito se
encuentra maduro nuclearmente, si sera fecundado o si presenta la capacidad de
desarrollarse, aunque algunos autores apoyan la idea de que si existe una
relacion entre CCCO, la buena fecundacion y la calidad embrionaria (Ng et al,
1999; Balaban y Urman, 2006).

Para observar la maduracion de los ovocitos en las TRAS, se realiz6 un estudio de
fertilizacion in vitro de porcinos, en la cual la maduracién nuclear se llevé a cabo
sin dificultad, sin embargo hubieron complicaciones como: el bajo porcentaje de
formacion del pronucleo masculino y una alta incidencia poliespérmica después de
la fecundacion in vitro (Day et al., 2000; Niwa, 1993; Funahashi y Day, 1997). La
baja formacion de pronicleo masculino se ha atribuido a una inadecuada
maduracién citoplasmatica del ovocito en cultivo (Niwa, 1993; Nagai, 1994; Mattioli
et al., 1988).

Para poder determinar la MIV se realizé un estudio con diferentes medios de
cultivo comerciales en ovinos y después se realizé la fertilizacion in vitro, los

medios presentaron varios inconvenientes como: una gestacién prolongada y
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mayor peso de los ovinos al nacer, ademas de tener una alta incidencia en la

contaminacion con agentes patégenos o toxinas (Thompson et al. 2000).

Otro factor que puede estar interfiriendo en la adecuada fertilizacién y desarrollo
de embriones puede ser el envejecimiento ovarico, este se asocia con un aumento
de alteraciones cromosomicas en el ovocito que puede afectar la capacidad del
embrion para la lisis de la matriz fibrilar de la zona pellcida y la implantacion
(Munné et al 1995).

Morfologia de ovocitos y fertilizacion.

Valdés en el 2010 dice que el ovocito humano es la célula de mayor tamafio en
todo el organismo. Su didmetro varia entre 110 y 180 um, presenta una forma
esférica o ligeramente ovalada y es de color amarillento. Su nacleo es redondeado
y estd provisto con un nucléolo central, ademas cuenta con una zona pelucida la
cual, segun Ebner (2003) oscila entre 12 a 15 ym en todos los mamiferos, esto
contrasta con Palma (2001), el cual plantea que los diametros estan entre 15y 20
pgm.

Se ha demostrado que el grosor de la zona pellcida varia dependiendo del
desarrollo embrionario, adelgazando a partir de las primeras divisiones celulares y
que el periodo de adelgazamiento puede afectar la implantacion exitosa del
embrion (Gabrielsen et al 2001). Edie-Osagie (2003) indican que los embriones
gue presentan una zona pellcida gruesa tienen una baja probabilidad de

implantacion.

Se realizd un estudio en bueyes de agua y se compararon las medias de las
dimensiones de los ovocitos maduros vs inmaduros, en los resultados los ovocitos
maduros aumentaron su diametro total, especialmente por el aumento de tamafio

de la zona pellcida (Quintana et al 2012)

Se sabe que la calidad del ovocito es indispensable para una correcta fertilizacion
in vitro, por este motivo se han definido parametros morfoldégicos para su
clasificacion. Segun Veek (1986) y Lyn (2003) (Pehlivan, 2012) tenemos tres

clases:

26



Grado 1: La corona radiada es expandida y laxa con 4 o mas capas de células de

granulosa.

Grado 2: La corona radiada esta ligeramente compacta y presentan 2-3 capas de

células cumulus.

Grado 3: Los ovocitos presentan un cumulo muy compactado; generalmente son

ovocitos en estadio de vesicula germinal.
Siendo los de grado 1 los que presentan mejores caracteristicas morfologicas.

Sin embargo De Santis (2007), indica que la seleccién de ovocitos con las mejores
caracteristicas morfolégicas no va a asegurar el éxito de la fertilizacion por lo que

sugiere que se busquen parametros mas viables.

27



Justificacion

Debido a que hoy en dia los problemas de infertilidad han incrementado, es
necesario contar con un meétodo que indique que O6vulos son los mejores
candidatos para ser fertilizados por las TRA y permitan el desarrollo de un embrién
viable para su correcta implantacion y la generacion de un producto sano, ya que
los ovocitos de raton son muy utilizados como modelo en los procesos de
fertilizacion de los mamiferos y en investigacion en el area de Biologia de la
Reproduccion, es importante determinar la madurez nuclear y citoplasmatica de un
ovocito basados en sus dimensiones y morfologia, para poder ser utilizarlos con
éxito en la FIV y otras TRA, y posteriormente poder trasladar esta metodologia al

humano.

Hipotesis

La seleccion de ovocitos, por su morfologia y morfometria ayudara en el éxito de

las técnicas de reproduccion asistida, principalmente en la fertilizacion in vitro.
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Objetivo General
Evaluar los parametros morfolégicos de ovocitos ovulados para compararlos con

su capacidad de fertilizacion en ratones de la cepa CD-1.

Objetivos Particulares

Determinar las dimensiones del 6vulo, zona peltcida y 6vulo mas zona pellcida

de los ovocitos obtenidos de ratén de la cepa CD-1.

Determinar las dimensiones que identifican a los 6vulos maduros, nuclear y

citoplasmaticamente y que estos tengan altas probabilidades de ser fertilizados.

29



Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biologia de la Reproduccion en la
Escuela de Biologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, ubicado

en la ciudad de Puebla, México.
Animales

Se utilizaron 24 ratones hembra y 12 machos de la cepa CD-1 de 10 semanas de
edad, los ratones se obtuvieron del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita

Universidad Autonoma de Puebla, estos se manejaron bajo la nom062z001999.

Se realizaron 12 experimentos donde los ratones se dividieron en grupos de dos

hembras y un macho por semana.

Obtencién de ovocitos.

Para la induccion de la super-ovulacion se aplicod por via intraperitoneal 5 U.l. de
gonadotropina coridnica de yegua prefiada (PMSG) y 48 horas més tarde 5 U.l. de
gonadotropina coriénica humana (HCG) (Fujimori et al., 2003).

Pasadas 16 horas desde la inyeccion de HCG, se sacrificaron a las hembras por
dislocacion cervical. Por medio de una pequeiia incision se extrajeron los ovarios y
las asas se separaron de los cuernos uterinos y se colocaron en una caja petri de

3 cm de didmetro con medio CZB-H.

El tejido de las asas se rompié con dos agujas de insulina para la liberacion de los

ovocitos ovulados.

Los ovocitos se recuperaron con una micro pipeta de 5 pL y se traspasaron a una
caja petri de 3 cm de diametro, limpia con medio CZB. Se dejaron incubando por 3
horas a 37°C en atmosfera himeda de aire y CO2 al 5% en una incubadora

Thermo Scientific para la decumulacion de las células foliculares.

30



Obtencién de espermatozoides.
Para obtener los espermatozoides, los ratones macho se sacrificaron por
dislocacion cervical. Se realizé una pequefia incision para extraer los testiculos y

el epididimo y de esta manera obtener los espermatozoides.

Se localizo el epididimo, se separaron de los testiculos y lavaron con CZB-H. Con
una jeringa de insulina se canalizd el conducto deferente e inyectd 1 mililitro de
medio. Con la ayuda de un bisturi se realiz6 un corte profundo en la cola del
epididimo por la cual se recuperaron los espermatozoides en un tubo para

microcentrifuga.

Los espermatozoides en el tubo se dejaron capacitar con medio CZB-H por una
hora.

Fertilizacion In Vitro

Una vez que los espermatozoides fueron capacitados, se colocaron 40 6vulos
repartidos en 4 gotas de medio y fueron cubiertos con aceite mineral en una caja
petri de 3 cm de diametro. A cada gota se le adicionaron 50,000 espermatozoides
(10 1 1). Las cajas petri se incubaron por 24 horas a 37°C en atmosfera himeda y
CO2 al 5%. A este tiempo se revisaron para determinar el nUmero de ovocitos que

habian sido fertilizados por experimento.
Determinaciones morfométricas

A las 24 h de la fecundacion se tomaron fotos de los ovocitos, con ayuda del
microscopio optico Nikon eclipse TS100 invertido en contraste de fases (10, 20 y
40x) y la camara Scienon. Posteriormente se diferenciaron los ovocitos que se
fertilizaron por la presencia de los pronucleos femenino y masculino o division

celular.

En las fotografias se determinaron las dimensiones de los embriones con el
programa ISCapture. Se midio: zona pelucida, diametro del ovocito y diametro
total (ZP + diametro del ovocito) y area del ovocito.
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Las mediciones se realizaron de la siguiente manera:

Para el grosor la zona pellcida se midieron 4 puntos (Figura 12), los cuales se
promediaron por cada ovocito. La zona pelicida se tomé a partir de donde finaliza

el espacio pre-vitelino, hasta la cuspide de la zona peltcida.

Owvocito maduro

B Zona Pelucida

Espacio
previtelino

ovulo

Figura 12.- El diagrama muestra los 4 puntos (A, B, C y D) donde se tomaron
las mediciones para sacar el promedio de la zona pelicida de cada ovocito.
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Para las medidas del ovocito, se tomaron los extremos internos de la zona
pelicida. Se realizaron dos lineas perpendiculares y se sacé el promedio de estas
de cada ovocito (Figura 13).

Ovocito maduro

Zona Pelucida
Espacio
previtelino
\ l| ovulo

Figura 13.- Diagrama que muestra la obtencién del diametro del ovocito. Para
ello se trazaron dos lineas perpendiculares, una del punto A al punto B y la otra
del punto C al punto D.
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Para las mediciones del diametro total (ovocito + ZP) (Figura 14) se trazd un
circulo que cubriera toda la superficie de la célula, esto con la ayuda del programa

de la camara Scienon

Ovocito maduro

Zona Pelucida

Total del
ovocito

ovulo

Figura 14.- La circunferencia roja se dibuj6 bajo el programa de la camara
Scienon para determinar el diAmetro total y el &rea del ovocito.
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Resultados

En los 12 experimentos realizados por medio de la induccion hormonal se
obtuvieron 801 ovocitos ovulados de los cuales 40 fueron fecundados lo que

representa el 5 %:

Total de ovocitos Total de ovocitos Porcentaje
obtenidos fecundados
801 40 5%

Tabla 2.- Se muestra el total de ovocitos obtenidos en todos los experimentos,
el ndmero de ovocitos medidos que se fertilizaron y su equivalente en
porcentaje.

Los 801 ovocitos fueron sometidos a FIV y los que se fecundaron presentaron los
siguientes valores promedio: grosor de la zona pelucida 7.9 + 1.2; diametro del
ovocito 78.8 + 5.3; diametro total (ZP + diametro del ovocito) 94.8 + 5.4 y volumen

7091.6 + 781.8 (Figura 15).

Ovocito maduro

Zona Peldcida
(7.9um
+1.2)
Didmetro total
(94.86pm
+5.4)
COwocito
(78.83 pm
| +5.3)

Figura 15.- Figura que muestra las medidas promedio de un évulo maduro
tanto nuclear y citoplasmaticamente, esta integrado por: el didmetro total (94.86
um), la zona pelicida (7.9 um) y el ovocito (78.83 pm), este ovulo es
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susceptible a ser fertilizado y podria desarrollar un embrién hasta formar un
individuo. Estas medidas se obtuvieron de los ovocitos fertilizados del
experimento.

Al determinar la cantidad de ovocitos que se fertilizaron y que permanecieron
viables a las 24 horas de incubacion. En la medida de los ovocitos se encontrd
que el 11.6% presentaba un didmetro entre 60 y 70 um, el 48.3% un diametro de
70 a 80 um y el 40% un didmetro de 80 a 90 um (grafica 1). Se observa que la
mayor cantidad de ovocitos encontrados presentan un diametro que oscila entre
los 70 y 80 um, los ovocitos que estan entre los rangos de 60 y 70 um fueron los

menos comunes.

50

—

40 ]

30

20

% de ovocitos encontrados

60-70pum 70-80um 80-90um

Rangos de los diametros del ovocito

Gréfica 1.- Grafica que representa el porcentaje de la cantidad de ovocitos
encontrados en los diferentes rangos de didmetro de los ovocitos que
permanecieron viables.
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Se determiné el porcentaje de los ovocitos que se fecundaron en cada rango de
diametro y se encontré que entre 60 y 70 um el 57.1 % de los ovocitos se
fertilizaron, de 70 a 80 um de diametro el 62% y de 80 a 90 um el 70%. Puede
observarse que los ovocitos con un mayor indice de fertilizacion son los que

encuentran en un rango de 80 a 90 um (grafica 2).

70

—

=

60

HH

50

40

30

% ovocitos fecundados

20

10

60-70um 70-80pum 80-90um
Diametro de los ovocitos

Gréfica 2.- Gréfica que representa el porcentaje en los diferentes rangos de
los ovocitos que se fecundaron. Puede apreciarse una relacion entre el tamafio
de los ovocitos y el éxito de la FIV.

A pesar de que de que se encontr6 una mayor cantidad de ovocitos en las
medidas de 70 y 80 um los que tuvieron un mayor éxito en la fertilizacion fueron

los que estan entre las medidas de 80 y 90 um.
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Al determinar el grosor de la zona peliucida de los ovocitos fecundados, se
encontré que el 37.5% de ovocitos presentd una zona pelicida entre 6 y 7 um, el
20.8% una zona peldcida de 7 a 8 um, el 31.2% una zona pelicidade 8 a9 umy
el 10.4% una zona pellcida de 9 a 10 um (gréfica 3). Se puede apreciar que los
ovocitos que presentan la zona pelicida mas delgada (6 a 7um) fueron los mas

comunes, en cambio los que tienen la zona pellcida mas gruesa fueron los menos

encontrados.

40

35

30

25

20

15

10

% de ovocitos encontrados

6-7pum 7-8um 8-9um 9-10pm
Grosor de la Zona Peltcida

Gréfica 3.- Grafica que representa el porcentaje los ovocitos encontrados en
diferentes rangos de grosor de la zona pelucida de los ovocitos fecundados que
permanecieron viables a las 24 horas de incubacion a 37°C en atmoésfera de
CO: al 5%.
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Al determinar los porcentajes de fertilizacion de acuerdo al grosor de la zona
pellcida de los ovocitos, se encontré que el 61.1% de ovocitos que presentaban
un zona pelucida entre 6 y 7 um fueron fertilizados, de 7 a 8 um se fertilizo el 60%,
de8a9 umel 73.3% y de 9 a 10 um el 40% (grafica 4). Como puede observarse

el éxito de la fertilizacion fue menor en ovocitos con la ZP mas gruesa.

80

70

60

50

40

30 —

20 —

% de ovocitos fecundados

10 —

6-7um 7-8um 8-9um 9-10pm
Grosor de la Zona Peltcida

Grafica 4.-Gréfica que muestra la relacidn existente entre la fertilizacion in vitro

y el grosor de la zona pellcida de los ovocitos fecundados.
De esta forma los resultados nos indican que los ovocitos que presentan una zona
pellcida entre los rangos de 8 a 9 ym tienen un mayor indice de fecundacion por
FIV.
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Al determinar el diametro total del ovocitos (ZP+ ovocito) se encontrd que el 10.2%
de los ovocitos se encuentran en el rango de 80 a 90 um, el 73.4% en 90 a100 um

y el 16.3% en 100 a 110 um (grafica 5).

80
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70
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30

20

% de ovocitos encontrados

H

10

HH

80-90 pm 90-100 pm 100-110 pum
Diametro total del ovocito

Gréfica 5. Gréfica que muestra el porcentaje de los ovocitos fecundados que
se encontraron en los diferentes rangos del diametro total de los ovocitos.
Puede observarse que se encontré un mayor niimero de ovocitos en los rangos
de 90 a 100 ym.



Al delimitar el porcentaje de ovocitos que fueron fertilizados exitosamente se
encontré que el 80% de ovocitos de ellos presentaban un diametro entre 80 y 90
um, el 61.1% un diametro de 90 a 100 um y el 62.5% un diametro de 100 a 110
um (grafica 6). Puede observarse que mientras mas grande sea el ovocito su éxito

en la FIV decrece.

80

HH

70

HH
H

60

50

40

30

20

10

% de FIV con respecto al tamaiio total del
ovocito

80-90 um 90-100 pm 100-110 pm

Rango de medidas del total del ovocito

Gréfica 6.- La grafica representa el porcentaje de fertilizacién relacionado con
los rangos del diametro total del ovocito (ZP+ ovocito). De acuerdo con los
resultados de la grafica puede decirse que los ovocitos que presentan un

diametro total entre 80 y 90 um son los mas susceptibles a ser fertilizados.
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De la fertilizacion in vitro se obtuvieron cigotos en diferentes etapas, los cuales
iban desde pronucleos (masculinos y femeninos) (Figura 16) hasta morula (Figura
17), estos sirvieron para la obtencion de las medidas de los ovocitos maduros.

E F
Figura 16.- Micrografia en microscopia de contraste de fases tomadas a 40 x
gue muestran ovocitos fecundados. Las imagenes A, B y C muestran cigotos
con los prondcleos masculino y femenino. La imagen D muestra un cigoto en
etapa de 2 células y las imagenes E y F muestran un embrién en etapa de 2
células.
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A B

Figura 17.- Micrografia en microscopia de contraste de fases tomadas a 40x
gue muestra embriones en estadio de 4 y mas células, la imagen A muestra un
embrién en etapa de 4 células y la imagen B muestra un embrién en etapa de
moérula.

Discusién

El objetivo de este estudio fue evaluar los parametros morfométricos que permitan
identificar a un ovocito maduro nuclear y citoplasmaticamente para poder

determinar si este es susceptible a ser fertilizado exitosamente.

Nuestros resultados indican que las medidas de los ovocitos son un método eficaz

(pero no preciso) para determinar si se encuentra listo para ser fecundado.

Como se pudo comprobar en este estudio, la maduracion del ovocito
(citoplasmatica) es necesaria para la fecundacién y el desarrollo de un embrién, ya
gue los ovocitos que estaban maduros citoplasmaticamente fueron susceptibles a

ser fecundados como lo menciona Martinez Madrid, 2002.

Chang y colaboradores (1999), Balaban y colaboradores (2006) reportan que la
presencia de células de granulosa no son un indicativo de que el ovocito ha
madurado y esté listo para su fecundacion, esto coincide con nuestros resultados,

ya que los ovocitos listos para ser fecundados ya no presentaron éstas células.
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También se pudo comprobar que la maduracion citoplasmatica del ovocito ocurre
antes de la ovulacion debido a la accion de la FSH y no por las células del cumulo,
como reporta Eppig et al 2001, ya que en nuestros resultados observamos que

existio fertilizacion en los ovocitos que ya no contaban con células de la granulosa.

Ebner plante6 que la ZP de todos los mamiferos oscila entre 12 a 15 ym, esto
contrasta con Palma, el cual plantea que los diametros estan entre 15y 20 ym,
estos datos difieren con los nuestros ya que encontramos que la zona pellcida de
los ovocitos de ratdn se encuentra entre 6 y 10 uym, y el tamafo 6ptimo de la ZP

para la fecundacion es de 8 a 9 um.

Como pudimos observar en estos resultados el grosor de la zona peldcida fue un
indicativo muy importante para determinar si el ovocito se encontraba listo para su
fecundacién, Edie — Osagie (2003) reportan que los embriones con una zona
pellcida gruesa tienen una baja probabilidad de implantacion, esto concuerda
con los resultados obtenidos en esta tesis ya que los ovocitos que presentaron

un grosor mayor de 10 um no fueron fecundados.

De Santis (2007), reporta que la seleccion de ovocitos con las mejores
caracteristicas morfolégicas no va a asegurar el éxito de la fertilizacién, como lo
pudimos comprobar en este trabajo ya que se encontraron ovocitos que
aparentemente contaban con una morfologia normal y no fueron susceptibles a

ser fertilizados.

La baja incidencia de ovocitos fertilizados puede deberse al medio de cultivo, al
estado y edad de los ratones o a la accion de las hormonas sintéticas que se
inyectaron para inducir la super- ovulacion. Por otro lado este bajo porcentaje
también podria reflejar que los ovocitos a pesar de que presentan una morfologia
normal no son candidatos para las TRA y se requiere de parametros
morfométricos, como: el diametro del ovocito, el grosor de la zona pelucida y el

diametro total, para poder seleccionarlos.
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Conclusiones

Los ovocitos ovulados de ratén que presentan un didmetro de 80 a 90 um, se
encuentran maduros nuclear y citoplasmaticamente, por lo tanto pueden ser
fertilizados con éxito.

Los ovocitos ovulados de raton que presentan un grosor de la ZP de 8 a 9 um y un
diametro total de 90 a 100 um son los mas 6ptimos para la FIV y tienen un éxito
mayor de fecundacion.

El grosor de la zona pellucida es un indicador significativo para determinar si un

ovocito podra ser fecundado.
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