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RESUMEN

En caninos, el desarrollo de las biotecnologias reproductivas ha sido inferior en
comparacion al realizado en otras especies, basicamente debido a la baja eficiencia en la
maduracién in vitro de los ovocitos. La adecuada maduracién comprende tanto al nucleo
como al citoplasma, a nivel citoplasmatico involucra la redistribucién y desarrollo de
organelos, entre estos, la organizacion y la actividad metabdlica de las mitocondrias. Sin
embargo, no hay mayores antecedentes respecto al desarrollo citoplasmatico in vitro en
los caninos, por lo que en la presente memoria se estudio la actividad y distribucion
mitocondrial en ovocitos de perras en estado inmaduro, madurados in vitro por 72y 96h y

madurados in vivo.

Se analizé un total de 766 ovocitos obtenidos de perras sanas sometidas a
ovariohisterectomia. Del total de estos ovocitos estudiados, 215 fueron utilizados como
inmaduros, 254 fueron madurados durante 72 horas y los otros 297 durante 96 horas.
Adicionalmente se analizé una cantidad total de 15 ovocitos madurados in vivo, obtenidos
por lavados del oviducto a perras en estro, ovariohisterectomizadas 72 h después de la
ovulacién, la que se determind mediante analisis de progesterona sérica. Tanto los
ovocitos inmaduros, madurados in vitro y madurados in vivo fueron procesados de forma
separada para evaluar la distribucion y actividad mitocondrial, usando la sonda de
fluorescencia MitoTracker Red CMXRos®. Las observaciones se realizaron en un

microscopio invertido con epifluorescencia.

La actividad mitocondrial se evalu6 de acuerdo a la fluorescencia emitida en alta, media 'y
baja para cada uno de los estados de maduracién de los ovocitos y se analizé mediante
chi-cuadrado. Se establecié dependencia entre las frecuencias de ovocitos con distintas
intensidades de fluorescencia (alta, media, baja) al comparar las muestras provenientes
de ovocitos inmaduros, madurados in vitro por 72 y 96 h, y madurados in vivo (chi
cuadrado = 30,59; p< 0,01), indicando que la actividad mitocondrial se encuentra

directamente asociada al estado de maduracion del ovocito de perra.

En la actividad mitocondrial todos los ovocitos madurados in vivo presentaron
fluorescencia de tipo media, la que predominé en ovocitos de perra inmaduros y

madurados in vitro; sin embargo, se observé un aumento en el porcentaje de ovocitos con



esta emision de fluorescencia durante la maduracion in vitro que indicaria una actividad

mitocondrial progresiva durante el cultivo, asociada al tiempo de maduracion.

La distribucién mitocondrial se evalué mediante analisis descriptivo, determinandose
cuatro patrones: Homogéneo liso completo (A), Homogéneo granuloso completo (B),
Heterogéneo granuloso periférico y central (C), y Heterogéneo granuloso central (D). En
ovocitos inmaduros se encontraron dos patrones de distribucion mitocondrial A (72,1%) y
B (27,9%); en aquellos madurados in vitro por 72 h se presentaron los cuatro patrones,
predominando el B (63,8%), seguido por C (20,5%), el A (9,8%) y finalmente el D (5,9%).
en los ovocitos madurados por 96 h se observaron los patrones, B (63,6%), seguido por C
(35,7%) y finalmente D (0,7%). En el caso de los ovocitos madurados in vivo se describio

s6lo un patrén de distribucion mitocondrial que correspondié a B.

Con estos antecedentes se indica que en ovocitos inmaduros de perra predomina una
distribucion uniforme de las mitocondrias en su citoplasma. Ademas la presentacion de
tres patrones diferentes en los ovocitos madurados in vitro a aquel descrito en ovocitos
madurados in vivo podria indicar que durante la maduracién in vitro se producen
movimientos de las mitocondrias en el citoplasma ovular. También, las distribuciones de
las mitocondrias, variaron a través de la maduracién in vitro, asemejandose a aquellos
madurados in vivo, sin embargo, hubo diferencias entre ambos tipos de maduracion lo

que podria estar asociado a las condiciones de cultivo.



ABSTRACT

In canines, the development of reproductive biotechnologies has been lower compared
with other mammalian species, basically due to the very poor efficiency of in vitro oocyte
maturation in this species. The adequate maturation of the oocyte includes both the
nucleus and cytoplasm, the cytoplasmic maturation involves redistribution and
development of organelles; among these, the organization and metabolic activity of
mitochondria. However, the in vitro cytoplasmic reorganization during maturation has not
been fully described in canine; thus, in the present memory it was studied the activity and
distribution of mitochondria in: immature, in vitro matured (for 72 and 96 h) and in vivo

matured bitch oocytes.

oocytes (766) were obtained from healthy ovariectomized bitches, 215 oocytes were used
as immature, 254 oocytes were cultured in vitro for 72 h and the 297 remaining ones were
cultured for 96 h. In addition, there were analyzed 15 in vivo matured oocytes, which were
obtained by flushing the oviducts of bitches in estrous that were ovariectomized 72 h after
the ovulation, which was determinated by serum progesterone analysis. Immature, in vitro
and in vivo matured oocytes were treated separated to evaluate the mitochondrial
distribution and activity, assessed by MitoTracker Red CMXRos®, fluorescence probe.

The evaluations were performed by epifluorescence inverted microscope.

The activity of mitochondrias was evaluated in each oocyte according to the fluorescence
intensity, which was classified as: high, medium, and low, the percentage of each type of
fluorecence accounted for immature, in vitro matured or in vivo matured oocyte was
analyzed by chi-square test. Dependence was established between the frequencies of
oocytes with different intensities of fluorescence (high, medium, low) when it was
compared with immature, in vitro matured for 72 and 96 h, and in vivo matured oocytes (3
= 30,39; p< 0,01). This would indicate that mitocondrial activity is directly associated with

the maturation state of the oocyteS.

All oocytes matured in vivo showed medium intensity of fluorescence, the same type was
predominant in immature and in vitro matured oocytes; however, increasing percentage of
oocytes with this type of fluorescence was observed during the in vitro maturation, which
could be associated with mitochondrial activity during culture, throughout the time of

maturation.



Distribution of mitochondrias was evaluated by descriptive analysis, establishing four
patterns: (A),Homogeneous complete smooth; (B) Homogeneous complete granulated ;
(C) Heterogeneous peripherical and central granulated and, (D) Heterogeneous central
granulated. in immature oocytes Were found two patterns of mitochondrial distribution
patterns A (72,1%) and B (27,9%); in those matured in vitro for 72 h the described four
patterns were observed, B (63,8%), followed by C (20,5%), A (9,8%), and D (5,9%). At 96
h of culture, it was observed the pattern B (63,6%), C (35,7%), and D (0,7%). In in vivo

matured oocytes only the pattern B was observed in all of them.

These results would indicate that in immature canine oocytes predominate uniform
mitochondrial distributions in the ooplasm. In addition the three patterns observed only in
the in vitro matured oocytes might indicate that during the in vitro maturation movements
of the mitochondria take place in the cytoplasm. Also, the mitochondrial distribution
changed across the in vitro maturation to resemble those in vivo matured; however, there
were differences between both types of maturation what might be associated with the

culture conditions.



INTRODUCCION

La implementacion y desarrollo de las tecnologias de reproduccién asistida en caninos
domésticos, tiene importantes aplicaciones también en caninos no-domésticos, en orden
de poder aumentar el potencial reproductivo de aquéllos que se encuentren en amenaza o
en peligro de extincidon. La produccién in vitro de embriones mamiferos tiene una gran
gama de aplicaciones, desde la produccién de animales clonados hasta tratamientos de
infertilidad por medio de biotecnologias reproductivas asistidas (Prather et al., 2003). Sin
embargo, en caninos, el desarrollo de estas biotecnologias reproductivas como son la
fecundacion in vitro (FIV), produccion y transferencia embrionaria in vitro, ha sido inferior
en comparacion a lo logrado en otras especies, basicamente debido a la baja eficiencia en

la maduracién in vitro de los ovocitos (Luvoni, 2000; Luvoni et al., 2005).

La menor eficiencia de maduracion in vitro de los ovocitos caninos, se ha atribuido a
caracteristicas especiales de estos gametos, como el ser ovulados en estado de ovocitos
primarios o en vesicula germinal (GV) a diferencia de las otras especies de mamiferos, y
completar la maduracién en el oviducto bajo la influencia de niveles crecientes de

progesterona (Rota y Cabianca, 2004; Songsasen y Wildt, 2007).

In vivo, la maduracion meiética del ovocito de perra ocurre entre 48 a 72 horas después
de ser ovulados, para alcanzar el estado de metafase de la segunda division meidtica
(MI) (Tsutsui, 1989; Reynaud et al., 2005; Songsasen y Wildt, 2007). EIl prolongado
tiempo de maduracion de los ovocitos caninos, sumado a la influencia de dos ambientes
diferentes involucrados en este evento (folicular y oviductual), ha hecho mas dificil lograr
imitarlo adecuadamente in vitro. Por esto, los sistemas de cultivo desarrollados para la
maduracién in vitro de ovocitos en otras especies no han sido adecuados para los

ovocitos de perra (Songsasen y Wildt, 2007).

La adecuada maduracién del ovocito involucra tanto al nucleo como al citoplasma y las
envolturas ovocitarias. Este proceso se adquiere de forma progresiva durante el desarrollo
(Luvoni et al., 2005). A nivel nuclear se considera principalmente el reinicio meidtico y a
nivel citoplasmatico la redistribucién y desarrollo de organelos. Entre estos ultimos, la
organizacion y la actividad metabdlica de las mitocondrias son caracteristicas necesarias
para la maduracion citoplasmatica y reinicio de la meiosis influyendo significativamente en

el desarrollo pos fecundacion (Krisher, 2004). Se ha descrito un aumento de las



mitocondrias a lo largo del periodo de crecimiento ovocitario, que se ve reflejado como un

aumento en la actividad metabdlica del ovocito (Songsasen y Wildt, 2007).

En ovocitos de algunas especies de mamiferos, como cerdos (Sun et al., 2001; Torner et
al, 2004; Brevini et al., 2005; Sturmey et al., 2006; Brevini et al., 2007), equinos (Aguilar et
al., 2002), ratones (Nishi et al., 2003), bovinos (Stojkovic et al., 2001; de Paz et al., 2001;
Tarazona et al., 2006), humanos (Van Blerkom et al., 2000; Wilding et al., 2001), y ovinos
(Cran et al., 1980), se ha determinado que la maduracién de los ovocitos se encuentra
asociada a cambios en la distribucién de las mitocondrias activas. Las condiciones de
maduracion in vitro pueden causar movimientos incompletos de las mitocondrias al interior
(centro) del citoplasma, pudiendo afectar la maduracion citoplasmatica (Sun et al., 2001).
Segun lo anterior, existirian en ovocitos de cerda diferencias en la distribucion
mitocondrial en aquellos ovocitos inmaduros, madurados in vivo e in vitro (Sun et al.,
2001). Debido a que la funcién mitocondrial es un componente esencial en definir la
competencia funcional del ovocito (Cummins, 2004), y en lograr por tanto, una adecuada
reproduccion (Tarazona et al., 2006), el tipo y tiempo de maduracion podria afectar el

desarrollo posterior del ovocito previo y posterior a la fecundacion.

La maduracién in vitro en ovocitos de perra se ha evaluado mayormente a nivel nuclear
(reinicio meidtico) (Mahi y Yanagimachi, 1976; Yamada et al, 1992; 1993; Hewitt y
England, 1998; Rota y Cabianca, 2004; De los Reyes et al. 2005). Con excepcion de un
trabajo que evalud la migracién de los granulos corticales durante la maduraciéon en
cultivo (De los Reyes et al., 2007) y estudios ultraestructurales (Viaris de Lesegno et al.,
2008a,b), no hay mayores antecedentes respecto al desarrollo citoplasmatico in vitro en
esta especie, lo que cobra importancia en la adecuada implementacion de los sistemas de

biotecnologias reproductivas en caninos.

En el presente estudio se evalud la distribucidén mitocondrial en ovocitos de perras en

estado inmaduro, madurados in vivo e in vitro durante dos tiempos de cultivo.



REVISION BIBLIOGRAFICA.

La fisiologia reproductiva de las hembras canidas difiere de la del resto de las especies en
muchos aspectos: son monoestricas no estacionales y por ende la ovulacion ocurre con
un intervalo de 5 a 12 meses (Concannon et al.,, 1989). Los ovocitos necesitan de un
ambiente folicular y de otro oviductual para lograr desarrollarse de forma adecuada y ser
fecundados (Holst y Phemister, 1971). Asimismo, el ambiente endocrino en la ovulacién
de la perra difiere significativamente de lo observado en el resto de las especies
estudiadas. En la perra la ovulacion ocurre 48 h (36 a 50 h) después del peak de la
hormona luteinizante (LH), coincidente con niveles crecientes de progesterona, a
diferencia de lo que ocurre en otras especies (Concannon et al., 1989; England y Yeager,
1993; de Gier et al., 2006). Este hecho se asocia a la luteinizacion preovulatoria de los
foliculos provocando el incremento en las concentraciones de progesterona en la sangre
pocos dias antes de la ovulacion (Luvoni et al., 2005; Reynaud et al., 2005), siendo una
caracteristica tipica de los canidos (Luvoni et al., 2005). Los patrones inusuales respecto
de la progresion meiotica de los ovocitos, se deben basicamente a que los ovocitos son
liberados en etapa inmadura de vesicula germinal (VG) y el reinicio meidtico ocurre
después de 48 a 72 h en el oviducto, tiempo superior a 12 - 36 h que suele ser necesario
por otras especies mamiferas (Yamada et al., 1993; Rota y Cabianca., 2004; Reynaud et
al., 2005; Songsasen y Wildt., 2007). Los ovocitos caninos por tanto, deben completar la
maduracion citoplasmatica y nuclear dentro del oviducto bajo la influencia del aumento de
progesterona circulante (Luvoni et al., 2005; Rota y Cabianca, 2004; Songsasen y Wildt.,
2007).

La maduracion oviductual y una sobrevida prolongada en el oviducto son caracteristicas
propias del ovocito canino. Este tiempo en el oviducto fluctua entre 8 y 10 dias, lo que
difiere de lo observado en otras especies mamiferas, este tiempo en los caninos es
necesario para que el ovocito logre completar la maduracién, y ser capaz de ser
fecundado, e iniciar el desarrollo embrionario temprano (Holst y Phemister, 1971; Hyttel et
al., 1990). La iniciacién de la maduracion nuclear de los ovocitos es influenciada por el
peak de LH, el que induce cambios en las comunicaciones entre células, modifica la
composicion intracelular de iones e inicia una cascada de sefiales para la célula (Motlik et
al., 1998). Sin embargo, el factor que gatilla el reinicio de la meiosis después de la

ovulacién en los caninos aun es desconocido y muy poca informacién se encuentra



disponible respecto de los mecanismos celulares existentes, y aunque la ovulacion es
inusual al resto de las especies mamiferas existe evidencia experimental que parece
probar que la maduracion de los ovocitos en las perras parece seguir la misma ruta
bioquimica que en las otras especies mamiferas que se han estudiado (Saint-Dizier et al.,
2004).

La comunicacién entre el ovocito y las células del cumulo también difiere al de el resto de
las especies ya que las células del cumulo se mantienen fuertemente unidas al ovocito
durante varios dias después del peak de LH y ovulacién (Reynaud et al., 2006), lo que se
ha asociado al retardo en el reinicio meiotico. En el resto de las especies, el alza de LH
gatilla una ruptura en las comunicaciones entre las células del cumulo y el ovocito, y
consecuentemente el reinicio meidtico (Luvoni et al., 2005; Reynaud et al., 2006; Viaris de
Lesegno et al., 2008a). Incluso la mucificacion o expansion de las células del cumulo in
vitro de los ovocitos caninos es mas dificil que en el resto de las especies (Reynaud et al.,
2004).

Las tasas de maduracion in vitro en ovocitos caninos, evaluados a nivel nuclear, son bajas
cuando se comparan con los de otros mamiferos; lo que se debe probablemente a las
diferencias reproductivas de los canidos (Reynaud et al., 2006), como también a la falta
de informacion sobre los mecanismos regulatorios in vivo durante la maduracién en esta
especie (Luvoni et al., 2005). Esto hace necesario estudiar en profundidad los cambios
asociados al proceso de maduracion para desarrollar un sistema de cultivo in vitro efectivo

para aplicar otras biotecnologias reproductivas en esta especie (Luvoni e/ at., 2005).

Desde el primer estudio realizado en maduracion in vitro (IVM) y fecundacion (IVF) en
ovocitos de perra donde aproximadamente un 25% de los ovocitos cultivados logré llegar
a la primera (MI) y/o segunda metafase (MIl) (Mahi e Yanagimachi, 1976), se ha logrado
escaso progreso, con rangos de 0 a 40% de ovocitos que completarian la maduracion
nuclear in vitro (Yamada et al., 1992; 1993; Hewitt y England, 1998; Otoi et al., 1999;
2000; 2001; Luvoni et al., 2001; 2003; Kim et al., 2004; Rodrigues et al., 2004; De los
Reyes et al., 2005). Algunos estudios han permitido mejorar los sistemas de cultivos
tratando de imitar las condiciones in vivo, lo que ha permitido mayores porcentajes (De los
Reyes et al., 2005).



Maduracion ovocitaria

La calidad del ovocito tiene impacto en el desarrollo embrionario temprano y desarrollo
fetal, mantencion de la prefiez, e incluso en enfermedades durante la adultez (Reynier et
al., 2001, Krisher, 2004). La calidad o la competencia ovocitaria, se adquiere desde la
foliculogénesis durante el periodo de maduracion del ovocito. Las tecnologias
reproductivas, con el manejo de gametos in vitro, no logran reproducir este proceso
fielmente y resultan por tanto en ovocitos con competencia de desarrollo reducida
(Combelles y Albertini, 2001; Krisher, 2004).

Si bien la maduracién del ovocito debe considerarse como un todo, los procesos de
maduracion a nivel citoplasmatico son relativamente independientes de la maduracién del
nucleo y se le denomina genéricamente “maduracién citoplasmatica” (Krisher, 2004).
Aunque la meiosis, 0 la maduracién nuclear pueden completarse, los cambios en la
organizacién del citoplasma en el ovocito deben también llevarse a cabo con precisién
para asegurar fecundacion y desarrollo embrionario (Combelles y Albertini, 2001; Krisher,
2004).

La maduracion citoplasmatica implica la expresién de la organizacién adecuada de los
factores que son esenciales para la activacion del ovocito, desarrollo pronuclear,
especificacion del eje para futuras divisiones mitéticas y de herencia maternal (Eppig et
al., 1994). Un ovocito que no ha completado la maduracién citoplasmatica es de mala
calidad y por ende no lograra desarrollar el proceso completo (Krisher, 2004). Por su
parte, la maduracion nuclear usualmente se refiere al proceso que involucra el desarrollo

meidtico con la segregacion de los cromosomas durante la meiosis (Albertini et al., 1993).

La maduraciéon nuclear del ovocito tendria un rol central en la calidad ovocitaria; sin
embargo, aunque el reinicio meiotico pudiese producirse de forma espontanea en cultivo,
no se lograria la competencia necesaria para el desarrollo embrionario (Duranthon y
Renard, 2001). Esto ocurre porque en los ovocitos, la progresion meidtica va acompafiada
de cambios tanto en el citoplasma como en las envolturas ovocitarias, los que son
necesarios para completar la maduracién citoplasmatica y nuclear, evento que involucra

mayores cambios en el citoplasma que en el nucleo (Brevini et al., 2007).
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Cambios ultraestructurales citoplasmaticos.

Los cambios estructurales en el citoplasma toman lugar durante la maduracién; por ende,
la remodelacion citoplasmatica es uno de las factores claves para completar y coordinar
una correcta maduracion (Brevini et al., 2007). Se han descrito cambios en la
ultraestructura del ovocito durante la maduracion. Por ejemplo, estudios de ovocitos
caninos durante el desarrollo in vivo, han descrito estos cambios por medio de
microscopia electrénica en diferentes etapas (Tesoriero, 1981; Viaris de Lesegno et al,,
2008a,b), donde el ovocito del foliculo primordial contendria un gran nucleo central con
nucléolo, rodeado de mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso (REL) y pequenos
cuerpos de Golgi. En esta etapa temprana de desarrollo, la interconexién entre el ovocito
y las células del foliculo se encuentra incompleta. Se comienza a formar la zona pelucida
del ovocito del foliculo primario volviendose mas evidente con el crecimiento celular
(Tesoriero, 1981). En el caso del citoplasma del ovocito del foliculo primario, existen
matrices granulares con hilos o laminas de REL, los cuerpos de Golgi aumentan en
numero al igual que las mitocondrias y las gotas lipidicas aparecen primero en el ovocito
primario del foliculo en crecimiento y aumentarian a medida que el proceso avanza (Viaris

de Lesegno et al., 2008a).

En los caninos, antes del peak de LH, los complejos cumulo-ovocitos (COC), contienen
pocos organelos, principalmente REL y mitocondrias (Viaris de Lesegno et al., 2008a)
Entre el peak de LH y la ovulacion, el ovocito del foliculo antral contiene ya abundantes
mitocondrias, las que aumentan en gran numero formando grupos entre ellas.
Paralelamente, hay un incremento en el niumero de gotas lipidicas dandole una apariencia
oscura al citoplasma, lo que lo hace distinto al resto de los ovocitos de otros mamiferos
(Viaris de Lesegno et al., 2008a). Los granulos corticales aparecen en la region cortical
durante esta etapa. (Tesoriero, 1981; Viaris de Lesegno et al, 2008a). Ademas, en
estudios in vitro, se ha visto que a medida que avanza el proceso de maduracion los
granulos corticales migran hacia la periferia mostrando un patrén similar a lo descrito en
otras especies (De los Reyes et al., 2007). Por medio de estudios con microscopia
electronica de transmision durante el desarrollo ovocitario in vivo, se describe que el
aparato de Golgi también aumenta en numero, el reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
se encuentra en baja cantidad, a diferencia de REL que se encuentra en abundancia

frecuentemente rodeados de gotas lipidicas y/o de pequefios grupos de mitocondrias, los

11



que también se pueden encontrar cercanos a la envoltura nuclear. Los granulos corticales
se encuentran en gran numero y reunidos en grandes lineas o grupos de mediano tamafio
generalmente cerca del aparto de golgi (Viaris de Lesegno et al., 2008a). Los estudios de
microscopia electronica de transmision muestran que en los primeros tres dias post
ovulacion la mayoria de los grupos mitocondriales se unen para formar grandes hileras.
Desde las 24 h post ovulacion las mitocondrias aumentan aun mas en numero y se
distribuyen de forma homogénea, no se visualizan en grupo. Los aparatos de Golgi
disminuyen tanto en niumero como en tamafio en esta época y el REL se encuentra en
mayor cantidad que en las etapas anteriores; ademas los granulos corticales se hacen
mas numerosos (Viaris de Lesegno et al., 2008a). El citoplasma de los ovocitos después
del reinicio meidtico se compone esencialmente de mitocondrias y REL de forma
homogénea. Las estructuras concéntricas de REL no se observan (Viaris de Lesegno et
al., 2008a). Por ende, en el caso especifico de las mitocondrias, estas empiezan a
aumentar en numero reflejando un aumento en la actividad metabdlica.

Usando la ultraestructura como un indicador de la maduracion citoplasmatica, se ha visto
que la madurez citoplasmatica se encuentra correlacionada con la localizacién del nucleo
(Viaris de Lesegno et al., 2008b). En ovocitos derivados de ovarios de perras en etapa de
anestro se pueden encontrar ovocitos con un perfil citoplasmatico menos maduro que en
aquellos provenientes de foliculos antrales previos al peak de LH. También se observan
en algunos ovocitos provenientes de perras en anestro, una organizacion citoplasmatica
similar a aquellos ovocitos post ovulacion (Viaris de Lesegno et al., 2008b). La presencia
de ovocitos con signos de maduracion citoplasmatica podria ser una consecuencia de la
exposicion a las gonadotrofinas durante la segunda parte del anestro (Okkens y Kooistra,

2006), pudiendo estos ovocitos terminar en atresia (Viaris de Lesegno et al., 2008b).

Redistribuciéon mitocondrial y red microtubular.

La compartimentalizacion del citoplasma cumple un rol importante en la coordinacion de
la maduracion citoplasmatica y nuclear (Combelles y Albertini., 2001). Las mitocondrias
sufren un proceso de reubicacion o de redistribucion durante en proceso de maduracion
(Brevini et al., 2007; Songsasen y Wildt., 2007). El cambio en la posicion de éstas
indicaria un requerimiento de adenosin trifosfato (ATP) y/o de iones, como el calcio, para
los eventos claves durante la maduracion, fecundacion y desarrollo temprano embrionario

(Van Blerkom, 1991). La actividad y organizacion de las mitocondrias son caracteristicas
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necesarias entre los diversos eventos involucrados en la maduracion (Van Blerkom y
Runner, 1984). De esta forma, se ha descrito que una maduracion citoplasmatica
inadecuada durante la maduracion in vitro llevaria a un desarrollo embrionario deficiente
(Sun et al., 2001). In vitro, los patrones de distribucién mitocondrial han sido estudiadas
en ratones (Van Blerkom y Runner 1984; Nishi et al., 2003), bovinos (de Paz et al., 2001;
Stojkovic et al., 2001; Tarazona et al., 2006), equinos (Aguilar et al., 2002) humanos (Van
Blerkom et al., 2000; Wilding et al., 2001), ovinos (Cran et al., 1980) y porcinos (Sun et al.,
2001; Torner et al., 2004; Brevini et al., 2005; Sturmey et al., 2006; Brevini et al., 2007) y
la asociacion entre los patrones mitocondriales y la etapa del ciclo estral en ovocitos de

perra esta siendo estudiada so6lo recientemente (lorga et al., 2008)

La distribucién de las mitocondrias a través del proceso de maduracion ovocitaria
representa un evento fundamental, su reubicacidon seria mediada por redes del
citoesqueleto, fendmeno que se ha descrito en ratones (Van Blerkom, 1991) y en porcinos
(Sun et al., 2001). Por esto la reubicacién mitocondrial en el citoplasma dependera de la

funcionalidad de los microtubulos del citoesqueleto.

Los microtubulos estan involucrados en diversas funciones como: determinar la forma y
movimiento celular, transportar moléculas y organelos, meiosis y mitosis celular (Brevini et
al., 2005). Las mitocondrias son transportadas por complejos de proteinas motoras que
transportan a los organelos a diferentes areas de la célula (Van Blerkom, 1991). Tanto las
mitocondrias, como otros organelos, complejos proteicos y RNAm son transportados a
lugares especificos por medio de los microtiubulos, que al afectar los patrones de
distribucion mitocondrial influirian en la produccién de energia dentro de la célula, evento
esencial para la apropiada funcién del ovocito (Brevini et al., 2007). Los cambios en la
distribucion mitocondrial pueden ser utilizados como indicadores de la capacidad que
tendria el ovocito para sustentar un posible desarrollo embrionario (Bavister y Squirrel,
2000). En cerdas, se ha descrito tanto in vivo (Sun et al., 2001) como in vitro (Torner et
al., 2004), que las mitocondrias migran durante la maduracion desde la periferia a la
region interna del ovocito. Aunque no esta definida la correlacion entre este fendmeno y el
subsecuente desarrollo embrionario, se ha indicado en cerdas que la reubicacion
mitocondrial es significativamente mas frecuente en aquellos ovocitos mas competentes
(siendo de mayor nivel) que en aquellos de bajo nivel, donde no hubo reubicacién o fue

muy leve luego de la maduracion in vitro. Esto sugeriria entonces que la inmadurez del
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citoplasma es un factor que lleva a la baja redistribucién mitocondrial y que ademas, se

relacionaria con una baja capacidad de desarrollo posterior (Brevini et al., 2005).

Si bien se tiene definido el rol de los microtubulos en formar el huso meidtico, la dinamica
de la asociacion citoplasma-microtubulos en ovocitos aun no esta clara (Brevini et al.,
2005), ya que la evidencia experimental es contradictoria, donde algunos estudios no han
logrado identificar una red microtubular en el citoplasma ovocitario (Kim, 1996). La
inadecuada reubicacion mitocondrial durante el proceso de maduracién de un ovocito
defectuoso (de baja competencia) podria deberse a la falta de formacion de una
apropiada red de microtubulos o por una falta de acoplamiento entre las mitocondrias y
los microtubulos (Rozinek et al, 1995). Asimismo, la inapropiada distribucién de las
mitocondrias activas al interior del citoplasma estaria relacionado con la ausencia de una
adecuada formacion de la red de citoesqueleto (Brevini et al., 2005). También se sugiere
que la falla en la reubicacibn que se observa en ovocitos defectuosos, se deba
posiblemente a la incapacidad de formar la red microtubular mas que a una alteracion

misma en la migracion por los tubulos (Brevini et al., 2005).

En ovocitos de cerda la reorganizacién correcta de la malla de microtubulos en el
citoplasma, lleva a una adecuada distribucién de energia y a una localizacién especifica
del RNAm, factores cruciales en la modulacion de la competencia meiética (Brevini et al.,
2007). La falla en la red microtubular citoplasmatica puede llevar ademas, a una
incorrecta reubicacion de las mitocondrias, lo que se veria reflejado como una
compartimentalizacion alterada del citoplasma (Brevini et al., 2005). Sin embargo, se ha
intentado relacionar la distribucién mitocondrial con el contenido de ATP y no se ha
logrado definir si la falla en la reubicacién mitocondrial tendria un efecto directo sobre el
contenido de ATP, ya que en ovocitos de cerda no se ha logrado relacionar la reubicacién

de las mitocondrias con diferencias en el contenido total de ATP (Brevini et al., 2005).

Las mitocondrias también estarian involucradas en las sefiales del calcio durante la
activacion del ovocito (Duchen, 2000; Liu et al., 2001). Se ha observado la presencia de
receptores para B-estrégenos en las mitocondrias, sugiriendo de esta forma que debiera
ser necesaria una distribucion especifica de este organelo para una correcta respuesta
del ovocito al 17B-estradiol, hormona que se encuentra en altos niveles en el foliculo

preovulatorio (Yang et al., 2004).
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Distribucion anormal mitocondrial.

Una disfuncién en la distribucién mitocondrial puede causar infertilidad, ya que una
maduracién citoplasmatica defectuosa en los ovocitos puede alterar el proceso de
fecundacion (Reynier et al., 2001). Estudios en ratones y humanos han descrito que
también se veria afectada la relacion entre el potencial de membrana de las mitocondrias
y el desarrollo embrionario (Wilding et al., 2001, Van Blerkom et al., 2002). La distribucién
asimétrica de las mitocondrias en el estado pronuclear se ha asociado en humanos, con
una segregacion desproporcional de las mitocondrias entre las blastomeras y la
subsecuente division celular; ademas, habria consecuencias negativas en el desarrollo
que incluiria detencién de la divisién celular y probablemente muerte celular por una baja
produccion de ATP (Van Blerkom et al., 2000).

La distribucion anormal de las mitocondrias en ovocitos en estado de segunda metafase
(MIl) es una de las causas de retardo en el desarrollo en ratones (Nagai et al., 2006).
Durante la maduracion ovocitaria, la distribucién y produccion de ATP de las mitocondrias
son procesos importantes para la activacion, fecundacion y desarrollo embrionario, y son
necesarios para la embriogénesis normal, donde la demanda de energia es alta (Nagai et
al., 2006). Una falta de conglomerados mitocondriales y/o fragmentacién de éstas,
probablemente lleve a una inactivacion ovocitaria, debido a que las mitocondrias no
podrian aportar suficiente energia al nucleo y otros organelos. Por esta razén, un patrén
de distribucién anormal podria resultar en una reduccién de la competencia en el
desarrollo (Nagai et al., 2006). Por ende, la distribucion de las mitocondrias en ovocitos es
importante en la predicciéon del desarrollo embrionario y competencia durante la

incubacion en cultivo.

La distribucion y localizacion de las mitocondrias en las diferentes especies no es igual,
por lo que comparar la funcion y localizacion mitocondrial se hace dificil (Torner et al.,
2004). Sin embargo, la seleccion de ovocitos con desarrollo meidtico hasta MIl con una
distribucion mitocondrial adecuada podria prevenir los resultados bajos en las
biotecnologias reproductivas (Nagai et al., 2006), especialmente en los caninos donde la

maduracion en cultivo es aun mas deficiente.
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Rol de las mitocondrias en la maduracion del ovocito.

Las mitocondrias fueron descritas en 1890 como “bioblastos: estructura citoplasmatica de
ocurrencia ubicua, similar a una bacteria y con un funcionamiento elemental” (Ernster y
Schatz, 1981). Tiempo después esta idea fue confirmada con el descubrimiento que las
mitocondrias tenian su propio DNA (Ernster y Schatz., 1981). Ademas contienen las
enzimas para el ciclo de Krebs, oxidacion de acidos grasos y fosforilacion oxidativa,
siendo entonces el mayor sitio de produccion de ATP en las células eucariontes (Ernster y
Schatz, 1981). Ademas de este rol, cumplen una funciéon regulatoria en el desarrollo
temprano, que es diferente a su contribucion metabdlica y solo recientemente se han
considerado otras funciones, como la capacidad de secuestrar y liberar calcio (Ca®),

modificar proteinas o iniciar la apoptosis (Duchen, 2000; Van Blerkom, 2004).

En los ovocitos, se pueden encontrar dos poblaciones de mitocondrias: una poblacion se
encuentra en una estructura especializada denominada “cuerpo Balbiani” (germ plasm)
las que se segregan a la linea germinativa, el resto de la poblacién mitocondrial esta
dispersa en el ovoplasma y se transmite a la linea somatica. No obstante, aun no esta
claro si las funciones de ambas poblaciones mitocondriales son diferentes (Kloc et al.,
2004).

Generacion de ATP.

El numero de mitocondrias por célula dependera del tipo celular y se relaciona
directamente con el requerimiento de energia. De esta forma las mitocondrias son los
principales generadores de energia en forma de ATP dentro del citoplasma, la que es
necesaria para el movimiento y mantencion de la homeostasis celular y asi regular la
sobrevivencia de ésta (Van Blerkom y Runner, 1984; St John, 2002). En las células
eucariontes las mitocondrias son los organelos que catalizan la formacion de ATP a través
del metabolismo de carbohidratos y grasas contenidos dentro del citoplasma del ovocito y
en el medio externo (Wilding et al., 2001). La tasa de respiracién celular depende de la
eficiencia de conversion de precursores metabdlicos como glucosa a piruvato en el
citoplasma del ovocito. Y también de la eficiencia de la matriz mitocondrial en la
conversién de piruvato a ATP (Bavister, 1995; Gardner, 1998). Por tanto, las mitocondrias
jugarian un rol en proveer de energia al ovocito para la maduracién, fecundacion y el

desarrollo embrionario pre-implantacional (Torner et al., 2004; Nagai et al., 2006).
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Los ovocitos madurados in vitro generalmente tienen un metabolismo energético alterado
y por ende un potencial de desarrollo reducido (Gardner et al., 2000). Esto puede ser
reflejo de una deficiencia en el medio de maduracion, caracteristicas propias del ovocito, o
ambas. Sin embargo, a no ser que el ovocito sea capaz de controlar correctamente su
metabolismo, mostrara una viabilidad reducida (Gardner et al., 2000). La regulacién del
metabolismo es controlada en varios niveles, incluyendo el substrato disponible en el
ambiente, sistemas de transporte de membrana, y actividad enzimatica y de regulacion
(Gardner et al., 2000). Los sustratos oxidables para la sintesis de ATP pueden
encontrarse disponibles de forma exdgena y enddégena, ésta ultima como glicogeno o
lipidos en forma de ftriglicéridos (TG); los ovocitos contienen una cantidad considerable
de almacenaje energético enddogeno (Sturmey et al., 2006), el que es evidente en los
ovocitos de la perra, ya que contienen una alta cantidad de lipidos, confiriéndole una
apariencia oscura y homogénea (Guraya et al., 1965; Tesoriero, 1982). La sintesis de
lipidos tiene lugar durante el crecimiento folicular y marca una de las etapas tempranas de
maduracién del ovocito (Tesoriero, 1981). Durante el periodo pre-ovulatorio las
mitocondrias son los organelos mas prominentes en el citoplasma y junto al REL forman
conglomerados (m-REL) los que podrian encontrarse involucrados en la produccion de un
reservorio energético para la fecundacion (Torner et al., 2004). Los TG son metabolizados
por B-oxidacion y ciclo de Krebs dentro de la matriz mitocondrial. Para que esto pueda
realizarse las mitocondrias deben encontrarse en estrecha asociacion junto a las gotas

lipidicas, formando de esta forma unidades metabdlicas (Sun et al., 2001).

Los cambios en la actividad metabodlica de las mitocondrias alteran la maduracion
citoplasmatica, meiosis y el desarrollo embrionario post fecundacién en diversas especies
(Van Blerkom et al., 1995; Stojkovic et al., 2001). De esta forma, el rol del ATP en la
adquisicion de la competencia meidtica se ha analizado en variadas especies, sin
embargo, aun no se ha definido en su totalidad (St John, 2002). Asi, se ha descrito que
una eficiencia reducida en la respiracion mitocondrial estaria relacionada con un efecto
negativo en el posterior desarrollo embrionario, esto porque el contenido de ATP
funcionaria como un indicador de la viabilidad celular en general y en particular de la pre-
implantacién de embriones mamiferos (Van Blerkom et al., 1995; Stojkovic et al., 2001;
Wilding et al., 2001 Torner et al., 2004; Nagai et al., 2006 Brevini, et al., 2007, Van
Blerkom et al., 2003). De esta manera, tasas altas de desarrollo embrionario se han

asociado a altas concentraciones de ATP en ovocitos de bovinos y ratones (Stojkovic et
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al., 2001). La reorganizacion mitocondrial y los niveles de ATP variarian segun la calidad
morfolégica del ovocito como también se han observado correlaciones significativas entre

el contenido de ATP y el numero celular total de la blastula (Stojkovic et al., 2001).

En ovocitos de cerdas se ha descrito que la reorganizacion mitocondrial afecta
fuertemente los patrones de distribucion y finalmente de produccion energética celular
(Brevini, et al., 2007). También se ha observado un aumento significativo en el contenido
de ATP en estos ovocitos, mientras progresan de estado de vesicula germinal (VG) a Ml|
durante la maduracion in vitro. (Stojkovic et al., 2001; Brevini et al., 2005; 2007). Se ha
reportado un aumento en la actividad oxidativa de las mitocondrias durante la maduracién
in vivo en estos ovocitos (Torner et al., 2004). En las cerdas la progresiéon meidtica
involucra cambios en el contenido de ATP, pero el desarrollo de la competencia ovocitaria
parece no estar directamente relacionado con las cantidades disponibles de ATP en la
célula (Brevini, et al., 2007). Incluso no se han encontrado diferencias entre el contenido
de ATP entre ovocitos madurados in vivo o in vitro en cerdas (Brad et al., 2003), como
tampoco en las diferentes condiciones de maduracién (Brevini et al., 2007). Por lo tanto, la
correcta reubicacion mitocondrial parece ser un punto critico e importante. Se sugiere
que esto se relaciona con la necesidad de una apropiada distribucion de la energia dentro
del ovoplasma (Brevini, et al., 2007). Aunque no hay una explicacion clara para que
exista esta diversidad entre las especies referente al contenido de ATP durante la
maduracion ovocitaria in vitro, no hay duda que los ovocitos de cerdas difieren de otros
por la gran cantidad de lipidos enddgenos que contienen; por ende no se puede descartar
que ésta caracteristica pueda hacer que estos ovocitos realicen otras rutas metabdlicas
(Brevini et al., 2007). De la misma forma, los ovocitos de perra también contienen grandes
cantidades de lipidos endogenos (Tesoriero, 1981) por lo que también estos ovocitos

podrian comportarse de forma similar a los ovocitos de cerda.

Apoptosis y actividad mitocondrial.

La apoptosis se define como el proceso de muerte celular programada, ya sea como parte
normal de la diferenciacion de un tejido o como la eliminacién de células defectuosas
(Cummins, 2001). Las mitocondrias contienen una gran cantidad de moléculas pro-
apoptoticas que activan proteinas citosolicas que activan la apoptosis (Yuan et al., 2005).

Los cambios mitocondriales podrian relacionarse con diferentes grados de apoptosis, la
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que involucra una activacion mitocondrial en la que se libera el citocromo ¢, que activara

a la caspasa-9 para iniciar la cascada de la apoptosis (Cummins, 2001).

Se ha descrito en algunas especies mamiferas como en cerdos que durante la etapa final
de maduracién pre-ovulatoria la activacién mitocondrial en los ovocitos y la apoptosis en
las células del cumulo serian eventos dominantes (Torner et al., 2004). Las células del
cumulo juegan un rol critico en la maduracion del ovocito y en la fecundacion al liberar y
mediar las sefales hacia el ovocito (Phillips y Dekel 1991; Tanghe et al., 2002), y en los
caninos, como en otros mamiferos, las células del cumulo sostendrian la maduracion
ovocitaria (Yamada et al., 1993; Otoi et al., 2001; 2007). Los ovocitos de perra en el
oviducto estan rodeados por 2 o 3 capas de las células de la granulosa, y las células de la
corona radiata se mantienen unidas durante varios dias después de la ovulacién
(Reynaud et al., 2005; Reynaud et al., 2006). Esto sugiere que la persistencia de la
relacion entre el ovocito y las células de la corona radiata podrian contribuir al retraso que
existe entre la ovulacién y el reinicio meidtico en la perra, mientras que en el resto de las
especies el alza de LH gatilla una ruptura en las comunicaciones entre las células del
cumulo y el ovocito, y consecuentemente el reinicio meiético, en los caninos esto no seria
del todo asi (Luvoni et al., 2005; Reynaud et al., 2006; Viaris de Lesegno et al., 2008a).
Incluso la denudacién in vitro de los ovocitos caninos es mucho mas dificil que en el resto

de las especies (Reynaud et al., 2004).

En cerdas las tasas de maduracién de los COCs disminuyen significativamente cuando
estos son cultivados con las células del cumulo al ser comparados con aquellos en que
estas células fueron removidas (Isobe et al. 1996). En los ovocitos de perra existe una
pérdida de las uniones entre el ovocito y las células del cumulo en el oviducto sélo
después de 48 a 72 horas de haber sido ovulados (Holst y Phemister, 1971). Por lo tanto
esto indicaria que las células del cumulo unidas al ovocito durante la maduracion podrian
retrasar la progresion meiotica en ovocitos caninos. En relacion a esto, Otoi et al., (2007)
indicaron que la pérdida de las comunicaciones entre el ovocito y las células del cumulo

podrian promover el término de la maduracidon meidtica en ovocitos caninos.

Existe evidencia contradictoria respecto a que la apoptosis de las células del cumulo
tenga relacion con el potencial de desarrollo del ovocito, e incluso en algunos estudios no

se ha descrito la existencia de apoptosis en estas células en ovocitos de bovinos
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maduros e inmaduros (Yuan et al., 2005) cuestionando su presencia también en ovocitos
de humano y ratén (Van Blerkom y Davis, 1998). Por lo tanto, no estaria clara la
ocurrencia de la apoptosis en las células del cumulo de ovocitos ovulados, y su impacto

sobre el desarrollo potencial del ovocito (Tanghe et al., 2002).

En cerdas se ha observado que los ovocitos con células del cumulo sin expansion se
encuentran en su mayoria en estado de vesicula germinal (VG) y aquellos ovocitos con
células del cumulo expandidas se encuentran en un estado mas maduro (telofase | y
metafase Il), indicando que la expansién de las células del cumulo se relacionaria con la
maduracion nuclear, y que la expansion precederia a la maduracién nuclear (Torner et al.
2004). En ovocitos de perra cultivados in vitro se ha observado que a medida que se
incrementa el tiempo de cultivo aumenta la expansién de las células del camulo, al menos
hasta las 72 h de cultivo (De los Reyes et al., 2005). Estudios in vivo en ovocitos de zorros
muestran que la disrupcion de las células del cumulo empezaria entre el segundo y tercer
dia después del peak de LH (Hyttel et al., 1990), y en caninos, se observd por medio de
microscopia electrénica de transmision de ovocitos in vivo, que previo a la ovulacion el
ovocito esta fuertemente unido a las células del cumulo, pero a los dos dias de haber
ovulado los signos de comunicacién entre éstos han disminuido y al tercer dia parecen
estar totalmente desconectados de las células del cimulo. De esta manera, se sugiere
que en la perra la expansion de las células de cumulo in vivo no estaria asociada al peak
de LH a diferencia del resto de las especies ya que en caninos este proceso comenzaria 3

a 4 dias después del peak de LH (Viaris de Lesegno et al., 2008a).

Se ha observado en cerdos que alteraciones en el nucleo del ovocito y en las células del
cumulo, se asociarian con cambios en las distribuciones mitocondriales y que la
activacion de las mitocondrias en los ovocitos podria ser el punto de inicio de la apoptosis,
como una sefial de diferenciacion en las células del cumulo (Torner et al. 2004). Incluso
se ha descrito que niveles mayores de actividad respiratoria en los ovocitos estan
relacionados con niveles altos de apoptosis en las células del camulo, lo que podria ser

causado por la estimulacion pro-apoptética de las mitocondrias (Torner et al. 2004).

Otros roles: Mitocondrias e iones.

Las mitocondrias regulan la homeostasis del calcio, siendo éste un regulador de

numerosas funciones celulares, como: control del ciclo celular, remodelacién
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citoplasmatica (por medio del citoesqueleto), regulacion de la respiracion mitocondrial,
movimientos morfo dinamicos, transduccion de diversas sefales, y muerte celular, entre
otras (Duchen, 2000). En las mitocondrias el calcio tiene varias funciones cruciales como:
activador de la fosforilacion oxidativa, estimular diversos eventos del ciclo de Krebs y
participar en la cadena transportadora de electrones (Duchen, 2000). Por ende, un
aumento en las concentraciones de Ca?* incrementaria la producciéon de ATP (Duchen,
2000).

El Ca* es regulado por ondas periddicas (transitorias u oscilantes); estas ondas
transitorias pueden afectar la actividad de organelos como las mitocondrias e iniciar una
activacion dependiente de sefiales de Ca?* que regulara el desarrollo celular,
diferenciacion, proliferacion, y eventos moleculares relacionados con la vida o la muerte
(Berridge et al., 1998). Ya que en las células somaticas las mitocondrias captan y liberan
Ca®* durante las ondas transitorias, las mitocondrias activas podrian modular al Ca*
(Duchen, 2000). Las mitocondrias hiper-polarizadas en ovocitos de raton mantienen los
niveles suficientes de produccion de ATP o capacidad buffer en el citoplasma, mientras
que otras mitocondrias se desplazan a regiones peri-nucleares durante la remodelacién
espacial en la maduracién ovocitaria y en el desarrollo embrionario temprano (Van
Blerkom et al., 2002; 2003). Las mitocondrias tienen un potencial electronegativo que
provee una fuerza para llevar a cabo el influjo de Ca** a su matriz (Dumollard et al., 20086).
Las despolarizaciones transitorias de las mitocondrias hiper-polarizadas en los ovocitos
maduros podrian tener un rol local en la regulacién del Ca?* al aumentar la amplitud o
tasa de propagacion de éste en etapas tempranas de la activacion ovocitaria (Berridge et
al., 1998; Van Blerkom et al., 2002; 2003). Estas sefiales de Ca? y los incrementos
transitorios de las concentraciones de Ca®" intracelular son necesarias para la activacion
del ovocito y regulacion de la maduracion meiodtica y citoplasmatica. Sin embargo, aun no
esta claro del todo si las ondas de Ca** transitorias en ovocitos inmaduros realmente
influencian la ruptura de la VG (Dumollard et al., 2003; Krisher, 2004). En ovocitos de
cerda, un aumento en el Ca®* intracelular gatilla la ruptura de la envoltura nuclear, evento
que al parecer descansaria sélo en las fuentes intracelulares de Ca®*, como son el RE y
mitocondrias (Kaufman y Homa, 1993). Aunque la ruptura de la VG depende de las
reservas internas de Ca?*, el progreso de la meiosis y la formacién del primer corpusculo
polar podria requerir Ca®" extracelular, el que debiera ser aportado por el tracto

reproductivo (in vivo) o por el medio de cultivo (in vitro) (Homa, 1995). Bajo condiciones
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fisioldgicas, las ondas transitorias de Ca** sirven como mensajeros secundarios en las
células de los mamiferos y estimulan la produccién de ATP por la mitocondria. Excesos
de Ca* provocan la apertura de poros permeables en las mitocondrias o megaporos,
resultando en la liberacion de citocromo C y en la activacion de caspasas proteoliticas que
llevan a la apoptosis (Krieger y Duchen, 2002). Una membrana mitocondrial dafiada
también disminuye el potencial de accion. Sin el mecanismo funcional que produce
energia, el ovocito entraria en necrosis, muerte celular por el consumo y deplecién de las
reservas de energia (Altura et al., 1982)

La energia en forma de ATP es necesaria para los eventos de maduracion nuclear y
citoplasmatica. Ya que las mitocondrias sintetizan ATP y sirven como una fuente interna
de Ca*, es posible que las mitocondrias se redistribuyan dentro del ovocito para
concentrar ATP y Ca* en los sitios de alta demanda (Ducibella et al., 1977; Li, 1997).
Durante la maduracion del ovocito la ruptura de la membrana nuclear requiere
concentraciones elevadas de ATP. Por ende, determinar la distribucién y actividad de las
mitocondrias, podria ser clave en el entendimiento del rol de éstas en la maduracion de
ovocitos (Krisher, 2004).
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HIPOTESIS

Los ovocitos caninos en estado inmaduro presentaran cambios a través del tiempo de
maduracién en cultivo tanto en la distribucién como en la actividad mitocondrial, los que

se iran asemejando a aquéllos observados en los ovocitos caninos madurados in vivo.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar ultraestructuralmente y funcionalmente, a través del tiempo de -cultivo, el
desarrollo mitocondrial en ovocitos de perras madurados in vitro, en relacion al de

ovocitos madurados in vivo

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Evaluar la distribucion y actividad mitocondrial en ovocitos de perra inmaduros

como durante diferentes tiempos de cultivo in vitro.

— Evaluar el estado mitocondrial en relacion a la distribucion y actividad, en ovocitos

ovulados y madurados in vivo en el oviducto de la perra.

— Comparar de forma descriptiva la distribucion y actividad de las mitocondrias entre

ovocitos de perra inmaduros, madurados in vitroy madurados in vivo.
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MATERIAL Y METODOS

El trabajo experimental se realizé en el Laboratorio de Reproduccién de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Se trabajé con ovocitos de
perras, los que fueron obtenidos desde ovarios (ovocitos inmaduros y madurados in vitro
por 72 Y 96 h), como también desde oviductos luego de la ovulacién (ovocitos madurados
in vivo).

Tanto los ovarios como los oviductos se obtuvieron de un total aproximado de 50 perras
adultas, sanas, de diferentes razas, ovariohisterectomizadas en la Unidad de Salud e

Higiene Ambiental de la I. Municipalidad de la Pintana.

Deteccién de ovulacién

Se realizé seguimiento del ciclo reproductivo a las perras desde el momento en que
empez6 el sangramiento vulvar, indicativo de etapa proestrual, tomando una muestra de
sangre sin anticoagulante con jeringa estéril a través de la vena safena, con el fin de
medir los niveles de progesterona sérica y determinar asi el dia de la ovulacién. Para esta
medicion se utilizé el kit diagnéstico semi-cuantitativo Ovulacion® (BVT, Francia)

programandose la ovariohisterectomia para tres dias después de la fecha de ovulacion.

Transporte de ovarios y oviductos

Los ovarios y oviductos se transportaron al laboratorio en solucion salina (0,9% NaCl)

suplementada con 100 Ul/mL de penicilina y 50 pl/mL de estreptomicina (Sigma) a 37°C.

Obtencion de ovocitos

Los complejos ovocitos-células del cumulo (COCs) fueron liberados del parénquima
ovarico a través de cortes finos de los ovarios con una hoja de bisturi y tijeras, en medio
PBS (buffer fosfato salino). Los ovocitos fueron seleccionados bajo la lupa
estereoscopica, donde aquéllos con citoplasma homogéneo y oscuro, rodeados
completamente por al menos tres capas de células del cumulo se destinaron a

maduracion in vitro.
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Ovocitos inmaduros

Se realizaron cuatro réplicas experimentales, para evaluar 215 ovocitos totales que fueron
obtenidos desde los ovarios, Yy utilizados como ovocitos inmaduros. Inmediatamente
después de la seleccion, éstos se depositaron en capsulas de cultivo con medio PBS

(0,1% BSA), donde fueron lavados 2 veces, previo a la fijacién y tincion.

Ovocitos madurados in vitro

Se realizaron para cada tiempo de cultivo cuatro réplicas experimentales, para evaluar de
diferentes ovarios 254 y 297 COCs totales de acuerdo a las caracteristicas sefaladas
respectivamente para cada tiempo de maduracioén in vitro: 72 y 96 horas. Los COCs
seleccionados fueron llevados a la sala de cultivo bajo camara de flujo laminar, y lavados
dos veces en PBS suplementado con 2,5 pl/mL de solucién piruvato (11,2 mg/mL de
acido piruvico), 5 pl/ml de solucién antibiética (12,2 mg/mL de penicilina y 20 mg/mL de
estreptomicina, Sigma), y 3 mg/ml de albumina sérica bovina, fraccion V (Sigma).
Posteriormente se realizd un tercer lavado en medio de maduracion TCM 199 (Earle’s
salt, tamponada con 25mM HEPES; Invitrogen, Grand Island NY, USA), suplementado de
acuerdo a los descrito por De Los Reyes et al., (2005). Posteriormente los COC’S fueron
depositados aleatoriamente en gotas de 100 pl de medio de cultivo TCM 199
suplementado, de acuerdo a lo descrito anteriormente, en cantidad de 10 a 15 ovocitos
por gota, bajo aceite mineral estéril (Sigma) para evitar la deshidratacion de la muestra en
la estufa de cultivo (Forma Scientific), a 38.5°C, 5% de CO, y maxima humedad (98%) por
72y 96 horas.

Ovocitos madurados in vivo

En el laboratorio, para la obtencidén de los ovocitos del oviducto, se canulé el lumen del
oviducto de aquellos ovarios recolectados de perras en estro (segun el resultado del kit
diagndstico), usando una aguja de 25 G realizando un lavado con 15 ml de PBS
suplementado a 37°C. Los ovocitos fueron recolectados en capsulas de cultivo con PBS
suplementado y fueron lavados 2 veces en el mismo medio, previo a su fijacién y tincion.
Se realizaron aproximadamente tres a cuatro réplicas experimentales para utilizar un total

de 15 ovocitos.
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EVALUACION MITOCONDRIAL.

Los ovocitos inmaduros, madurados in vitro y madurados in vivo fueron procesados de
forma separada para evaluar la distribucion y actividad mitocondrial.

De acuerdo a un protocolo modificado en base a lo descrito por Torner et al., (2004), en
ovocitos de cerda, las células del cumulo se removieron de los ovocitos mediante pipeteo
suave y tratados con una solucidén de citrato de sodio al 3%; luego fueron lavados 2
veces en PBS a 37°C e incubados por 30 minutos en una solucion de PBS con 3% de
BSA y 180 nM de sonda MitoTracker Red CMXRos® (Marcador Mitocondrial, Molecular
Probes), a 38°C en oscuridad. Posteriormente, los ovocitos fueron lavados 3 veces en
PBS, para eliminar el excedente del marcador. Luego los ovocitos fueron fijados por 15
minutos en una preparacion fresca de paraformaldheido al 2% en una solucién salina
balanceada de Hank (HBSS) (1,26mM CaCl,; 5,36mM KCI; 0,44mM KH,PO,; 0,49mM
MgCl,; 0,41mM MgSO,; 137mM NaCl; 4,177mM NaHCO;; 0,34mM NaHPO,; 5,55mM D-
glucosa). Después de la fijacion fueron lavados 3 veces en PBS para ser incubados por
15 minutos en DAPI (tincién nuclear, Molecular Probes) a una concentracion de 300 nM,
luego fueron lavados 3 veces en PBS y montados entre porta y cubre objeto 10 a 15
ovocitos (separados por dos hilos de vaselina semi-sélida), dentro de una gota de medio
de montaje Vectashield (Vectors Laboratory). Las muestras fueron llevadas a refrigeracion
hasta su observacién. Las observaciones se realizaron en un microscopio Olympus IX71
equipado con epifluorescencia. La excitacion de la sonda Mitotracker red se realizé
interponiendo un filtro de excitacion de 580nm (filtro G2A) y la excitacion de la sonda

DAPI se realizé interponiendo un filtro de excitacion UV.

Se caracterizd el patron de distribucion mitocondrial por medio de observacion en el

citoplasma ovular, describiéndose estos patrones de distribucion de acuerdo a:

- Distribucién citoplasmatica: homogéneo (a través de todo el citoplasma) o
heterogéneo (distribuido de forma desigual),

- Formacion de agregados mitocondriales (Torner et al, 2004) como liso (sin
granulos), granuloso,

- Posicién citoplasmatica como: completo, nuclear, periférico y/o central (Sun et al.,
2001).
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La actividad mitocondrial se evalu6 de acuerdo a la fluorescencia emitida en alta, media y
baja. Para objetivizar esta medicion se cuantificé la fluorescencia de acuerdo a la
intensidad de los pixeles registradas mediante el programa Adobe Photoshop 7.0. Los
valores de intensidad de pixeles se consideraron como: Alto 60-90; medio 30-59 y bajo 1-
29.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

Los patrones de distribucion mitocondrial en los distintos estados de maduracién de los
ovocitos (inmaduros, madurados in vitro por 72 h 'y 96 h, y madurados in vivo), fueron

analizados y comparados mediante un analisis descriptivo de los resultados obtenidos.

La posible asociacion entre la actividad mitocondrial y los distintos estados de maduracion
de los ovocitos (inmaduros, madurados in vitro por 72 'y 96 h, y madurados in vivo) fueron
evaluados mediante una prueba de Chi-cuadrado (y°) para lo cual se utilizé el programa

InfoStat/Profesional version 2004d.1, se utilizé un nivel de significancia de p<0,01.
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RESULTADOS

Se analizé una cantidad total de 766 ovocitos, a través de 14 réplicas experimentales, con
aproximadamente 50 ovocitos por réplica. Del total de estos ovocitos estudiados, 215
fueron utilizados como inmaduros, 254 fueron madurados durante 72 horas y los otros
297 durante 96 horas. Adicionalmente se analizé una cantidad total de 15 ovocitos

madurados in vivo, provenientes de 4 réplicas experimentales.

Se evalud la actividad mitocondrial segun la fluorescencia emitida en alta, media y baja
(Figura 1) para cada uno de los estados de maduracion de los ovocitos y se establecié la
dependencia de estas caracteristicas mediante chi-cuadrado; encontrandose dependencia
entre las frecuencias de ovocitos con distintas intensidades de fluorescencia (alta, media,
baja) al comparar las muestras provenientes de ovocitos inmaduros, madurados in vitro
por 72 y 96 h, y madurados in vivo (chi cuadrado = 30,59; p< 0,01), (figuras 1y 2),
indicando que la emisién de fluorescencia por los ovocitos se encuentra asociada al

tiempo de maduracién.

100

40

30

Porcentaje de fluorescencia
U
o

20

10

inmaduros mad. In mad. In mad. In vivo
vitro 72h vitra 96h
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H Alta 11.¢€ 15 10.4 0

FIGURA 1: Porcentajes de fluorescencia emitida en ovocitos inmaduros, madurados in vitro por 72

y 96 h, y madurados in vivo.
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FIGURA 2 (x100); Epifluorescencia en ovocitos de perra, comparacion de emision de

fluorescencia. A: fluorescencia baja, B: fluorescencia media, C: fluorescencia alta.

Ademas, se evalud la dependencia entre la fluorescencia emitida, entre diferentes tiempos
de maduracién ovocitaria. Asi por ejemplo, durante las primeras 72 horas de maduracién
no hubo un aumento significativo en la intensidad de la fluorescencia emitida, al
compararla con ovocitos recién obtenidos desde el ovario (chi cuadrado = 5,15; p 2 0,01).
Sin embargo, si se encontré un aumento significativo de la intensidad de la fluorescencia
cuando se aumento el tiempo de maduracién in vitro de 72 a 96 horas (chi cuadrado =
9,5; p < 0,01). De la misma manera al comparar ovocitos inmaduros y madurados por 96
horas, también se encontré una dependencia en la intensidad de la fluorescencia emitida

entre estos dos tipos de ovocitos (chi cuadrado = 21,91; p < 0,01).

En la distribuciéon mitocondrial, se determinaron cuatro patrones, los que correspondieron
a: Homogéneo liso completo (A), Homogéneo granuloso completo (B), Heterogéneo

granuloso periférico y central (C), y Heterogéneo granuloso central (D) (tabla 1, figura 3)
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TABLA 1: Distribucién mitocondrial en ovocitos de perra inmaduros, madurados in vitro

por 72 y 96 horas, madurados in vivo.

Ovocitos
In vitro
Inmaduros In vivo
72 horas 96 horas
Distribucion mitocondrial n (%) n (%) n (%) n (%)
Homogéneo liso completo 155 72,1 25 9,8 - - - -
Homogéneo granuloso completo 60 27,9 162 63,8 189 63,6 15 100
Homogéneo granuloso periférico
- - 52 20,5 106 35,7 - -

y central
Homogéneo granuloso central - - 15 59 2 0,7 - -
Total 215 100 254 100 297 100 15 100
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3c 3d

FIGURA 3 (x100); Epifluorescencia en ovocitos de perra, 3a: Homogéneo liso completo, 3b:
Homogéneo granuloso completo, 3c: Heterogéneo granuloso periférico y central, 3d: Heterogéneo

granuloso central.

Al analizar la distribucion mitocondrial en ovocitos inmaduros, se observd que éstos se
encontraron sélo con una distribucion mitocondrial de tipo A y B. El analisis nuclear
mostré que estos ovocitos en ambos tipos de patrones, se encontraban en Profase |
temprana, dictiateno en VG; sin embargo, algunos ovocitos con distribucion homogéneo
granuloso completa se encontraron en un estado nuclear de Profase | tardia, inicio de la

ruptura de la VG (figura 4a).

Al observar los ovocitos madurados in vitro por 72 h se encontraron cuatro patrones de
distribucion mitocondrial, siendo predominante el patron tipo B (63,8%), seguido por el C
(20,5%), A (9,8%) y finalmente por el tipo D (5,9%). En el caso de aquellos madurados in
vitro por 96 h se observaron tres de los cuatro patrones de distribucién mitocondrial:
siendo mayoritario el tipo B (63,6%), seguido por C (35,7%) y finalmente por D (0,7%)
(Tabla 1, figura 3).

Al evaluar el estado nuclear de estos ovocitos se observd que aquellos con una
distribucion tipo A presentaron un estado nuclear de VG; la distribucion tipo B un estado
nuclear desde inicio de ruptura de la envoltura nuclear (GVBD) a Metafase Il (figura 4);
aquellos tipo C so6lo se encontraron en Metafase | y Il, y finalmente la distribucion tipo D

se encontrd al menos en Metafase | (figura 4b,c).
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FIGURA 4: (100X). Epifluorescencia en ovocitos de perra, 4a: ovocito en GVBD, 4b: ovocito en al

menos Metafase |, 4c: ovocito en Metafase II.

En el caso de los ovocitos madurados in vivo solo se describié un patron de distribucion
mitocondrial que correspondié al de tipo B (figura 5a), presentando una apariencia muy
similar a la del resto de los ovocitos con este patrén de distribucion. Sin embargo, los
granulos conformados por las mitocondrias fueron mas grandes que en el resto de los
ovocitos tanto inmaduros como madurados in vitro. Al evaluar el estado de maduracion

nuclear todos los ovocitos madurados in vivo se encontraron en Metafase Il (figura 5b).

FIGURA 5 (x100); epifluorescencia, ovocito madurado in vivo, 5a: Homogéneo granuloso completo,

5b: Metafase Il

32



Al comparar los patrones de distribucién mitocondrial desde el estado de inmaduro hasta
su maduracién in vitro por 72 y 96 horas, se observé cambio en el porcentaje de cada
patron descrito en el tiempo. El patron tipo A disminuyd de un 72,1% en su estado
inmaduro a un 9,8% cuando es madurado por 72 h, llegando a desaparecer por completo
cuando completan 96 h de maduracion in vitro. Por el contrario, los patrones tipo C y D no
se encontraron en los ovocitos inmaduros, y a las 72 horas de maduracion in vitro
alcanzan porcentajes de 20,5% y 5,9% respectivamente, aumentando el patrén C cuando
completan 96 horas de maduracion in vitro a un 35,7%. El patrén D, por su parte,
disminuyd a un 0,7% a las 96 h. En el caso de aquellos madurados in vivo siempre se
encontrd el mismo patron de distribucion mitocondrial. (Tabla 1 y Figura 6)
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S0 -/
30 - B Homogéneo liso completo
70 -
B Homogeéneo granuloso
60 completo
50 A .
Heterogéneo granuloso
40 A periférico y central
30 1 M Heterogéneo granuloso
20 - central
10 -
O T T T 1
Inmaduros invitro 72 invitro 96 inwvivo
horas horas

FIGURA 6: Porcentajes de distribuciéon mitocondrial en ovocitos inmaduros, madurados in vitro por

72 y 96 h, y madurados in vivo.
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DISCUSION.

La maduracién nuclear y citoplasmatica del ovocito involucra un mecanismo complejo que
incluye la redistribucién de cromosomas y organelos respectivamente, como las
mitocondrias (Fulka et al., 1998; Stojkovic et al., 2001). La distribucién mitocondrial en
ovocitos de perra inmaduros, madurados in vitro y madurados in vivo, evaluada en este
trabajo, demostré que existiria una dependencia entre la actividad mitocondrial evaluada
como fluorescencia emitida y maduracion de los ovocitos. Asimismo, las caracteristicas o
patrones de distribucion especificos de las mitocondrias, variaron a través de la
maduracion in vitro, asemejandose a aquellos madurados in vivo, sin embargo hubo

diferencias entre ambos tipos de maduracion.

La coordinacién de la maduracion nuclear y citoplasmatica es un factor clave en la
maduracion del ovocito (Combelles y Albertini, 2001); de esta forma, la maduracion
mitocondrial, redistribucion, produccion de ATP y acumulacion de energia durante la
ovogénesis son procesos cruciales para la activacion, fecundacion y futuro desarrollo
embrionario (Van Blerkom y Runner, 1984; Van Blerkom y Davis, 1995). La existencia de
dependencia entre la actividad mitocondrial, que estaria relacionada con el contenido de
ATP, y la maduracion ovocitaria a través de tiempo, indica que la diferencia encontrada en
la emisiéon de fluorescencia por los ovocitos se encuentra asociada al tiempo de
maduracién. Sin embargo, no se observé dependencia al evaluar la actividad mitocondrial
entre los ovocitos inmaduros y madurados in vitro por 72 h, lo que refleja que con este
tiempo de cultivo no se logra un aumento significativo en el numero de ovocitos que
presentan una emision de fluorescencia media, correspondiente a aquella observada en
los ovocitos madurados in vivo. Por otro lado, si existid diferencia en la intensidad de la
fluorescencia emitida, entre ovocitos inmaduros y madurados in vitro por 96 h; asi como

entre ovocitos madurados por 72 y 96 h.

La emisién media de fluorescencia predominé fuertemente tanto en ovocitos inmaduros
como madurados in vitro. Sin embargo, el porcentaje de ovocitos con este tipo de emisién
de fluorescencia aumenté con el tiempo de cultivo in vitro, lo que fue en desmedro de
aquellos ovocitos con una emision de fluorescencia baja, los que a diferencia

disminuyeron desde el estado inmaduro hasta la maduracion por 96 horas, lo que
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indicaria una actividad mitocondrial progresiva durante el cultivo in vitro. Un aumento
significativo en el contenido de ATP se ha observado en ovocitos de bovinos (Stojkovic et
al., 2001; Tarazona et al., 2006) y de cerdas (Brevini et al., 2005; 2007), durante la
maduracion in vitro mientras progresan del estado de VG a segunda metafase (Mll). Sin
embargo, en esta ultima especie no se han evidenciado cambios en el consumo de

oxigeno durante la maduracion in vitro (Sturmey y Leese, 2003).

La intensidad de fluorescencia media, que predominé en todos los grupos de ovocitos,
pareciera ser la intensidad normal, ya que este tipo de fluorescencia se observo en todos

los ovocitos de perra madurados in vivo.

Los porcentajes de ovocitos que presentaron una intensidad alta de fluorescencia podrian
deberse a una sobre activacion in situ de las mitocondrias, lo cual se ha descrito en
ovocitos de cerda (Sun et al., 2001). Sin embargo, se ha propuesto que esta sobre
activacion no seria adecuado, ya que ovocitos de cerdas madurados in vitro con una gran
cantidad de mitocondrias en la zona perinuclear, presentando una alta actividad

mitocondrial, no lograron entrar en reinicio meiotico (Sun et al., 2001).

En ovocitos inmaduros, en este estudio se observaron soélo dos patrones de distribuciéon
mitocondrial, el primero tipo A vy el segundo B, siendo mayoritario el primer patron. La
existencia de estos patrones con caracteristicas de distribucibn homogénea de las
mitocondrias en los ovocitos inmaduros es coincidente con lo observado en estudios
realizados en ovocitos porcinos (Sun et al., 2001; Torner et al., 2004; Sturmey et al,,
2006), bovinos (de Paz et al., 2001) ovinos (Cran et al., 1980) y caninos (lorga et al.,
2008). De esta manera se ha relacionado la distribucion homogénea de las mitocondrias
con ovocitos en etapas tempranas de maduracién, y otra heterogénea con etapas mas
avanzadas de la meiosis y con las células del cimulo expandidas, al menos en cultivos in
vitro (Torner et al., 2004).

En ovocitos inmaduros de cerda, se ha observado una agregacion de las mitocondrias
activas de forma homogénea con predominio en la corteza o de forma periférica como una
caracteristica comun en los ovocitos en estado de VG (Brevini et al., 2005; Sun et al,,
2001). También se describe que ovocitos derivados de foliculos pequefos tendrian

algunas mitocondrias en la region subcortical, y otras localizadas alrededor de la VG o en
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el centro del citoplasma. En ovocitos de foliculos de mayor tamafo en cerdas, la
distribucion mitocondrial se observa dispersa en el interior del citoplasma pero
concentradas en la region perinuclear (Sun et al, 2001). En este trabajo, no se
observaron sectores especificos con mas mitocondrias en los ovocitos caninos
inmaduros; por el contrario, su distribucion fue de forma homogénea por todo el
ovoplasma, lo que podria implicar que la distribucién y localizacion de las mitocondrias en
las diferentes especies no es del todo igual, por lo que comparar la funcion y localizacion

de estas se hace dificil (Torner et al., 2004).

En ovocitos de bovinos en estado inmaduro se ha observado una fluorescencia
homogénea mas notoria, indicativa de la presencia de mitocondrias en aquellos con un
citoplasma homogéneo y con sus capas de células del cimulo compactas a diferencia de
aquellos ovocitos de menor calidad (citoplasma vacuolado, células del cumulo expandido
0 ausente, citoplasma irregular), donde las mitocondrias se encuentran restringidas a la
periferia o alrededor de las vacuolas del citoplasma. De esta forma, se ha relacionado
positivamente la calidad del ovocito con el contenido de ATP, evaluado a través del
numero de blastémeros (Stojkovic et al., 2001).

En este estudio no se observaron las diferencias antes mencionadas probablemente
debido a que los ovocitos fueron seleccionados previamente de acuerdo a aquellas
caracteristicas que han demostrado favorecer la maduracién en cultivo, evaluada por el
desarrollo meidtico, tales como un citoplasma oscuro y homogéneo (Hewitt y England,
1998) y mas de tres capas compactas de células del cumulo alrededor del ovocito
(Nickson et al., 1993; Hewitt y England ,1998). No obstante lo anterior, en aquellos
ovocitos inmaduros que parecian ser de menor tamafio o tener menos capas de células
del cumulo, el patréon mitocondrial encontrado siempre fue el tipo A. Coincidente con esto,
el analisis nuclear mostré a todos estos ovocitos en estado de VG; en cambio, en los
ovocitos de mayor tamafio y con mas capas de células del cumulo, se encontraron ambos
patrones: A y B; donde el analisis nuclear de los ovocitos con el patron de distribucidon
tipo B mostré un estado de VG y GVBD, indicativo del reinicio meidtico, lo que podria
deberse a procesos de activacion del ovocito durante la obtencién y manipulaciéon de
éstos. Coincidentemente, en ovocitos de perra inmaduros evaluados con microscopia
electrénica de transmision, se determind que una distribucion homogénea en el
citoplasma con agregados mitocondriales corresponderia a un estado mas desarrollado a

nivel de citoplasma (Viaris de Lesegno et al., 2008b).
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Similarmente a lo observado en el presente trabajo, estudios con microscopia confocal,
aun en curso, han descrito en ovocitos inmaduros de perra, un mayor porcentaje de
ovocitos con un patrén mitocondrial homogéneo de granulos difusos a través de todo el
citoplasma. Sin embargo, en ovocitos obtenidos de perras en fases de proestro y estro,
se observaron ademas patrones pericorticales (lorga et al., 2008). Por otro lado en
estudios realizados con microscopia electrénica de transmision en ovocitos inmaduros
provenientes de perras en anestro, también se encontrd, en aquellos con un citoplasma
mas inmaduro, un mayor numero de mitocondrias en la zona cortical del ovocito (Viaris de
Lesegno et al., 2008b). En este trabajo no se encontraron ovocitos inmaduros con
patrones pericorticales, lo cual se deberia probablemente a que la mayoria de las perras
en este estudio estaban en anestro. Esto implicaria un menor numero de ovocitos
evaluados en etapa de estro, los que podrian presentar patrones pericorticales en un
mayor porcentaje a diferencia de aquellos en etapa de anestro, lo que podria estar

relacionado a un efecto hormonal en aquellos ovocitos en la etapa estral.

En ovocitos inmaduros de ratones, se ha descrito que las mitocondrias se encuentran en
forma difusa a través de todo el citoplasma, pero también algunos presentan mitocondrias
alrededor del nucleo (Nishi et al., 2003). Esto no se observd en este estudio,
probablemente porque los ratones ovulan ovocitos en estado de MIl (Sorensen y
Wassarman, 1976), por lo que seria posible encontrar a nivel ovarico ovocitos con algun
grado de desarrollo citoplasmatico, a diferencia de la perra que ovula en dictioteno (VG)
(Holst y Phemister, 1971; Tesoriero, 1982; Sirad, 2001)

Se ha reportado que las mitocondrias se redistribuyen activamente durante la maduracion
y fecundacion de los ovocitos en diversas especies (Bavister y Squirrell, 2000), los
resultados de este trabajo sugieren que este proceso de redistribucion mitocondrial
también ocurre en los ovocitos de perra al menos durante la maduracién in vitro. Los
ovocitos madurados in vitro por 72 h, mostraron dos patrones mas de distribucion
mitocondrial, C y D ademas de aquellos encontrados en los ovocitos inmaduros. En estos
ovocitos, el patron dominante fue el tipo B (63,8%), seguido del C (20,5%), y con un
menor porcentaje de presentacion, los patrones de tipo A 'Y D (9,8% vy 5,9%
respectivamente). La aparicidon de estos nuevos patrones indicaria una reubicacion
mitocondrial durante el cultivo, indicativo de desarrollo citoplasmatico; sin embargo, no

todos los ovocitos lograron desarrollo en su maduracion, lo que se corroboré en su estado
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nuclear donde algunos no reiniciaron la meiosis. Esto concuerda con estudios previos que
han evaluado el reinicio meidtico en cultivo, donde se ha visto que no todos los ovocitos
reinician la meiosis (Mahi e Yanagimachi, 1976; Yamada et al, 1992; 1993; Hewitt y
England, 1998; Rota y Cabianca, 2004; De los Reyes et al. 2005). Por tanto,
probablemente tampoco alcanzarian todos la maduracion citoplasmatica adecuadamente.
Aquellos ovocitos que presentaron un patrén de distribucion mitocondrial tipo A, indicativo
de inmadurez, mostraron un estado nuclear de VG, y a nivel citoplasmatico presentaron
una falta de desplazamiento mitocondrial en estos ovocitos que no alcanzaron a formar
los agregados mitocondriales. A diferencia de aquellos que presentaron un patrén tipo B
reubicando las mitocondrias a nivel citoplasmatico, y a nivel nuclear, reiniciando la meiosis

donde se encontraron en diversos grados de desarrollo meidtico.

Los dos patrones restantes que se describen, también muestran redistribucion
mitocondrial acompafada de desarrollo meidtico, al evaluar paralelamente su estado
nuclear, donde se observé MI en aquellos ovocitos con un patrén de distribucién tipo B y

MI como MIl en aquellos tipo C.

En ovocitos madurados in vitro por 96 h, no se encontré el patron A, lo que indicaria que
en este tiempo los ovocitos habrian activado el movimiento mitocondrial; sin embargo, a
nivel nuclear, no todos los ovocitos reiniciaron la meiosis, observandose ovocitos aun en
estado de VG o en progresion meiodtica. En un estudio de microscopia electronica de
transmisién en ovocitos de perra madurados in vitro por 72 h se observaron en algunos
ovocitos que no habian reiniciado la meiosis, caracteristicas citoplasmaticas de
inmadurez. Sin embargo, en algunos ovocitos que presentaban un estado nuclear de VG,
se observo una maduracién citoplasmatica similar a aquellos ovocitos madurados in vivo
en metafase Il (Viaris de Lesegno et al., 2008a,b). Esta diferencia de madurez
citoplasmatica en estos ovocitos madurados in vitro que no lograron el reinicio mei6tico
indicaria una falla o falta en la sincronizacion entre la maduracién nuclear y citoplasmatica
(Viaris de Lesegno et al., 2008b).

EL aumento de un 15% en el patron de distribucién mitocondrial tipo C, con una
disminucion notoria del patrén tipo D a la 96 horas de cultivo, podria indicar que el patréon
D estaria dado por movimientos incompletos de las mitocondrias, como también podria

representar un paso intermedio entre el patrén tipo A y los patrones C y D, ya que el
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analisis nuclear mostréo que aquellos ovocitos que presentaban el patron Heterogéneo
granuloso central s6lo se encontraban en MI, y el patron de distribucion Heterogéneo
granuloso periférico y central se encontré tanto en Ml como en MII, siendo predominante
el estado nuclear de MI. Se sugiere que la redistribucion mitocondrial hacia ciertas areas
del ovocito, se debe a requerimientos mayores de ATP durante el desarrollo, siendo esta
probablemente una caracteristica necesaria para los ovocitos durante la maduracién (Van
Blerkom y Runner, 1984). Una distribucion periférica se puede relacionar con la necesidad
de metabolizar componentes y proveerlos a la periferia del ovocito (de Paz et al., 2001) y
lograr una metabolizacion rapida de éstos (Moor y Dai, 2001). Incluso, podria relacionarse

con un alto requerimiento de energia por la corteza (Sun et al., 2001).

En ovocitos de cerda madurados in vitro, se encontraron patrones similares a los descritos
en este trabajo en ambas horas de cultivo, con una distribucion en la periferia y en el
centro del ovoplasma (Sturmey et al., 2006; Brevini et al., 2005; Sun et al., 2001). Esto
indicaria un movimiento de migracion de las mitocondrias desde la periferia hacia el
interior del ovoplasma (Brevini et al., 2005). También se ha descrito un patrén difuso
(Brevini et al., 2005), similar al descrito en ovocitos de ratones (Van Blerkom et al., 2002).
Sun et al. (2001) lograron describir que en ovocitos de cerda madurados in vitro, que
alcanzaron metafase | o anafase |, la agregacion observada fue generalmente perinuclear,
y en aquellos en MIl la distribucion mitocondrial fue en su mayoria central, aunque

algunos presentaron una distribucion pareja en todo el citoplasma.

Entre las 72 y 96 h de cultivo, no hubo diferencias en el porcentaje de ovocitos con el
patron tipo B, siendo en ambos tiempos el patron de distribucion mitocondrial
predominante. Coincidentemente en los ovocitos de perra madurados in vivo, el patron de
distribucion mitocondrial correspondio en su totalidad al patron tipo B, y a nivel nuclear su
estado correspondio en todos a MIIl. Los granulos formados por las mitocondrias en la
mayoria de los ovocitos madurados in vivo fueron sin embargo mas grandes que en los
ovocitos tanto inmaduros como madurados in vitro en ambos tiempos de cultivo. En
ovocitos de cerda madurados in vivo evaluados con microscopia electronica de
transmisién (Cran, 1985) y con fluorescencia (Sun et al., 2001), se ha descrito que las
mitocondrias se encuentran de forma homogénea dispersa en el citoplasma ovular,
aunque de forma mas abundante en la periferia citoplasmatica que hacia el interior (Sun

et al., 2001). Esto se asemeja a los resultados de este trabajo, donde las mitocondrias
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también se dispusieron a través de todo el citoplasma, aunque no se logré observar un
sector del citoplasma con una mayor cantidad de agregados mitocondriales, como en los
ovocitos de cerda madurados in vivo. Esta distribucion homogénea de las mitocondrias en
los ovocitos caninos madurados in vivo también ha sido descrita en estudios con
microscopia electronica de transmisién, donde se muestra un aumento de éstas,
distribuidas de forma homogénea desde el peak de LH y la ovulacion. Previo al reinicio
meidtico se forman agregados mitocondriales y posterior a el se encuentran distribuidas
de forma homogénea en el citoplasma (Viaris de Lesegno et al., 2008a). La presencia de
una poblacibn homogénea de mitocondrias en los ovocitos seria importante para
mantener una viabilidad equivalente de cada blastémero, los que recibirian sélo una

porcion de las mitocondrias de cada ovocito fecundado (Dumollard et al.,, 2006).

Desde las 72 h de cultivo in vitro se alcanzarian por tanto, porcentajes superiores al 60%
de ovocitos con el patron de distribucidon mitocondrial similar a los ovocitos madurados in
vivo. Sin embargo, al comparar los ovocitos madurados in vitro, tanto a 72 como a 96 h,
con aquellos ovocitos madurados in vivo, se puede inferir que los madurados en cultivo
logran desarrollar el mismo tipo de patron mitocondrial tipo B. Aunque con un porcentaje
de presentacidon menor, y posiblemente la cantidad de mitocondrias también es inferior
que in vivo, confiriéndole el aspecto de granulado mas pequefio que se aprecia por medio
de la microscopia de fluorescencia. Esta diferencia podria explicarse por movimientos
incompletos de las mitocondrias en el ovoplasma debido a una maduracién citoplasmatica
pobre asociado a las condiciones de cultivo in vitro (Gardner et al., 2000). Se ha
reportado que componentes que se adicionan a los cultivos como los sueros, podrian
tener efectos adversos tanto en la distribucion como en la estructura de las mitocondrias
(Abe et al., 2002), pudiendo afectar de la misma manera el aumento de éstas (Viaris de
Lesegno et al., 2008a). Ademas, se ha demostrado el dafio oxidativo producto de los
cultivos in vitro con alta proporcion de CO, (5%) en aire, que pueden inducir alteraciones

mitocondriales debido a un aumento de los radicales libres (Kruip et al., 2000).

En estudios de desarrollo meidtico en ovocitos caninos, se ha descrito que a las 72 h de
cultivo habria una mayor cantidad de ovocitos que completan la maduracion nuclear (Otoi
et al., 2004). Sin embargo, los mismos autores describen que el periodo de maduracién
de 48 h in vitro daria un mayor porcentaje de desarrollo embrionario después de la

fecundacion. Otros trabajos utilizando el mismo protocolo de maduracién empleado en
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este estudio, describen mayor porcentaje de Mll a las 96 h de incubacién (De Los Reyes
et al., 2005), pero un mayor porcentaje de penetracion espermatica se observaria con
ovocitos madurados por 72 h versus aquellos madurados por 96 h (Oberli, 2006).
Investigaciones en el desarrollo de la zona pelucida durante la maduracion in vitro de
ovocitos caninos, demuestran que esta cubierta glicoproteica que rodea al ovocito,
experimenta cambios significativos a las 72 h, y que estos cambios observados tenderian
a regresar a las 96 h, posiblemente por una sobremaduracion o envejecimiento ovocitario
(De los Reyes et al., 2009). Tomando en conjunto estos antecedentes con los resultados
obtenidos en este trabajo, es posible que el tiempo necesario para lograr la maduracion
del ovocito canino, sea cercana a las 72 h, y las diferencias encontradas en el desarrollo
mitocondrial entre la maduracion in vitro e in vivo serian probablemente causadas por el
sistema de cultivo, no siendo aun del todo eficiente para lograr porcentajes de desarrollo

mas cercano a lo que se observa in vivo.
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CONCLUSIONES.

La actividad mitocondrial se encuentra directamente asociada al estado de maduracion

del ovocito de perra

El patrén de distribucion mitocondrial normal de un ovocito maduro de perra, seria aquel

homogéneo granuloso completo a nivel citoplasmatico.

Existiria un movimiento mitocondrial durante la maduracion del ovocito in vitro, tendiente a

lograr agregados mitocondriales con una distribucion homogénea.

Mas de la mitad de los ovocitos madurados in vitro por 72 y 96 h tienden a tener un patrén

de distribucion mitocondrial parecido al de los ovocitos madurados in vivo.

Existiria una falta de coordinacién entre la maduracion citoplasmatica, evaluada a través
de la distribucidon mitocondrial, con la maduraciéon nuclear, evaluada a través del

desarrollo meidtico, en los ovocitos madurados in vitro.

Las diferencias en la actividad y distribucién mitocondrial entre los ovocitos madurados in

vitro e in vivo se deben probablemente a condiciones de cultivo deficientes.
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