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RESUMEN

Durante la maduracion ovocitaria el ovocito experimenta cambios a nivel nuclear,
citoplasmatico y de sus cubiertas, encontrandose en esta ultima la zona pelucida (ZP),
cubierta extracelular que cumple importantes funciones en el reconocimiento gamético

durante la fecundacion.

El objetivo de este trabajo fue evaluar mediante microscopia electronica de barrido (MEB)
los cambios a nivel ultraestructural en la ZP durante la maduracién ovocitaria in vitro,
comparando la ZP de ovocitos inmaduros y aquellos madurados en cultivo. También se
evaluo el estado morfologico de la ZP de ovocitos de perra durante el proceso de
maduracion in vitro, a través de dos tiempos de cultivo (72 y 96 horas). Paralelamente, se
evaluo el didmetro de los ovocitos con su ZP, en estado inmaduro y sometidos a

maduracion en cultivo.

De ovarios de perras sanas sometidas a ovariohisterectomia se obtuvo un total de 500
ovocitos a través de cortes finos, en un total de 15 réplicas experimentales. Se
seleccionaron los ovocitos, de mayor tamafio (didametro), con su citoplasma homogéneo y
completamente rodeados por al menos tres capas de células del cumulo. Los ovocitos
seleccionados en cada réplica fueron divididos en dos grupos: un grupo se incubd para
maduracion in vitro en medio TCM 199 suplementado y el otro grupo se proceséd

inmediatamente en estado de ovocitos inmaduros.

La fijacion de los ovocitos inmaduros y madurados in vitro se realizd posterior a la
extraccion de las células del cimulo. Para ello, fueron lavados en buffer Cacodilato 50 mM
por 15 minutos y luego fijados en glutaraldehido 2,5% por un minimo de 24 h.
Posteriormente se realizd una postfijacion con Tetroxido de Osmio al 2%, luego los
ovocitos fueron colocados en camaras de cobre cerradas para ser deshidratados mediante
concentraciones crecientes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% y 100%). La deshidratacion

de los ovocitos se completd mediante secado de punto critico del CO,. Luego fueron



montados en porta-especimen para ser sombreados con oro-paladio. Las muestras se

analizaron bajo el MEB marca “LEO” modelo 1420 VP.

La medicion del trabeculado de la zona pelucida y del tamafio ovocitario se llevo a cabo
mediante el programa “AutoCad 2006” a un total de 93 ovocitos a partir de las fotografias
tomadas en el MEB. Del total de ovocitos analizados 30 pertenecian a estado inmaduro, 31
a 72 horas de maduracion y 32 a 96 horas de maduracion. Los resultados se evaluaron por
el andlisis de varianza de un factor o clasificaciéon simple y la prueba de Tukey para

determinar la significancia de las diferencias P< 0,05.

Se encontraron diferencias significativas (P< 0,05) entre ovocitos inmaduros y madurados
in vitro, tanto a 72 como a 96 h. En ovocitos antes de la maduracion en cultivo se observo
que los agujeros de la ZP eran compactos y de poco tamafio, en cambio en los ovocitos ya
madurados in vitro, los agujeros de la ZP presentaron un tamafo mayor. Comparando los
dos tiempos de maduracion in vitro empleados en este trabajo, se observdo mayor tamafio de
agujeros en el trabeculado de la ZP de ovocitos madurados por 72 h en comparacion a
aquellos madurados por 96 h. En el tamafio ovocitario no se encontré un aumento

significativo entre los ovocitos madurados in vitro respecto a los inmaduros.

Tanto en los ovocitos inmaduros como en los madurados en sistema de cultivo se observo
en un alto porcentaje, aproximadamente un 81% de un total de 500 ovocitos, cierto grado
de dafio morfoldgico en la ZP, encontrando una mayor proporcion de dafio en los ovocitos

que se sometieron a un sistema de maduracion in vitro.

De los resultados se puede concluir que durante la maduracion ovocitaria in vitro hay
cambios estructurales a nivel de la ZP en ovocitos caninos, los que podrian influir en la
capacidad de union y penetracion del espermatozoide a través de la ZP durante la

interaccion de los gametos.



ABSTRACT

During maturation, the oocyte undergoes nuclear and cytoplasmatic changes, including
oocytes investment. The later involves zona pellucida (ZP), which is an extracellular matrix

that plays important functions in gamete interaction during fertilization.

The objective of this work was to compare at the ultrastructural level by means of scanning
electron microscopy (SEM), possible ZP changes between immature and in vitro matured
bitch oocytes cultured during two different periods (48 and 72 h.). Furthermore,

morphological appearance of the oocytes and their sizes were also compared.

A total of 500 cumulus complex oocytes (COC’s) were obtained from canine ovaries
following ovaryhysterectomy throughout 15 experimental replicates. Oocytes were selected
under stereoscopic microscope choosing for experiments only the biggest ones, with
homogeneous dark cytoplasm and with more than three compact cumulus cells layers. The
COC'’s where allocated into three groups: one group was incubated for in vitro maturation
in TCM 199 supplemented medium for 72 h, the second group was cultured in the same

medium for 96 h, and the third group was processed at immature state.

Immature and in vitro matured oocytes where fixed for 24 h in 2.5%. glutaraldehyde post
rinsed for 15 minutes in 50mM Cacodylate buffer. The oocytes were post fixed in 2%
osmium tretoxide and dehydrated in increasing concentration of acetones, critical point
dried, mounted and sputted with palladium-gold target. The samples were evaluated with a

“LEO” 1420 VP SEM.

The ZP trabeculates and oocytes size were measured by “AutoCad 2006 software on a
total of 93 oocytes. From the total, 30 oocytes were evaluated at immature state, 31 after 72
hs and 32 after 96 h of culture. The results were evaluated by one way anova using Tukey's

test to determinate the differences P<0.05.



Significant differences were found (P<0.05) between the ZP surface of immature and in
vitro maturated oocytes. Before IVM, the ZP surface showed tight holes (0.69 pm) and
after culturing, the ZP surface was characterized by large holes. In both culture times (72
and 96 h) the trabeculates showed differences (P<0.05) between each time period (1.56-
1.42 um; 72 and 96 h). The biggest holes were observed in oocytes cultured for 72 h.

There was not found any significant differences between oocytes sizes (P>0.05) with either

immature or in vitro matured oocytes at 72 or 96 h.

A high rate of morphologic damage, approximately 81% of 500, in immature and in vitro
matured oocytes, were observed. However, greater proportion of damage was observed in

vitro matured oocytes than in immature oocytes (P <0.05).

In conclusion, the results show that there were structural changes in ZP during in vitro
maturation of canine oocytes, and this changes could have an influence in binding and

sperm penetration through the ZP during the gamete interaction.



INTRODUCCION

En la especie canina, el estudio y manejo de los gametos in vitro aun tiene un porcentaje
limitado de éxito. La maduracion in vitro (MIV) presenta una eficiencia baja comparada
con otras especies animales, lo que conlleva a limitar el desarrollo de otras biotecnologias
reproductivas como la fecundacion, desarrollo y manipulacion embrionaria in vitro (Luvoni

et al., 2003; De los Reyes et al., 2005).

Diferentes son los factores que influyen en la eficiencia de la maduracion en el cultivo de
ovocitos, lo que no siempre coincide con lo descrito entre las distintas especies animales.
La eficiencia baja (promedio 20%) en la maduracion de ovocitos caninos in Vitro se
relaciona ademas, a caracteristicas que poseen estos ovocitos que difieren a las de las otras
especies mamiferas (Saint-Dizier et al., 2001; Luvoni et al., 2003; De los Reyes et al.,
2005).

Durante la maduracion el ovocito experimenta cambios a nivel nuclear, citoplasmatico y de
sus cubiertas, encontrandose en esta ultima, las células del cumulo externamente e
internamente la zona pelucida (ZP), cubierta extracelular que cumple importantes funciones
en el reconocimiento gamético durante la fecundacion (Barros et al., 1996; Blackmore et
al., 2004; Sanchez y De los Reyes, 2004). La evaluacion de la MIV en caninos se ha basado
principalmente en los cambios que experimentaria el nucleo y las células del cumulo
(Saint-Dizier et al., 2001; De los Reyes et al., 2005), y eventualmente los cambios
citoplasmaticos que han sido evaluados en pocos estudios, a través de los granulos
corticales (De los Reyes et al., 2007°) o de la fecundacién misma, con la unién de los

pronucleos (Saint-Dizier et al., 2001).

En sistemas in vitro de ovocitos de otras especies como: ratones (Calafell et al., 1992),
caprinos (Villamediana et al., 1999) y bovinos (Suzuki et al., 1994), se ha observado que la

superficie de la ZP experimentaria transformaciones durante esta etapa de maduracion.



Estos cambios podrian influir en la capacidad de unioén y penetracion del espermatozoide a

la ZP durante la interaccion de los gametos (Suzuki et al., 1994; Villamediana et al., 1999).

Estudios de fecundacion in vitro en perros, realizados con ZP de ovocitos inmaduros y ZP
mantenidas congeladas o en soluciones salinas, han demostrado diferencias a nivel de la
ultraestructura de la ZP (Strom-Holt et al., 2000). Antecedentes aun no publicados en
caninos, indicarian distintos porcentajes de penetracion espermatica entre ovocitos
inmaduros y madurados en cultivo (De Los Reyes et al., 2007%), esto podria indicar posibles
cambios en las caracteristicas de la ZP durante la maduracion de los ovocitos lo que aun no

ha sido demostrado en esta especie.
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REVISION BIOBLIOGRAFICA

Ovogenesis

La ovogénesis es el proceso de formacion y maduracién de los gametos femeninos, los
ovocitos. Este proceso se inicia en las hembras durante su desarrollo embrionario a partir de
las células germinales primordiales, las que a través de procesos celulares se transforman en
ovogonias que posteriormente se transformardn en ovocitos primarios dentro de los

foliculos primordiales (Yang et al., 1998; Eppig, 2001; Miyano, 2005).

Las hembras mamiferas nacen con un nimero determinado de foliculos primordiales, con
ovocitos detenidos en la profase de la primera division meidtica, en etapa de “dictioteno”
(ovocito primario) (Downs, 1993; Quian et al., 2003; Miyano, 2005). Esta detencion en la
meiosis es conocida como “arresto meidtico”, donde los ovocitos permanecen hasta poco
antes de cada ovulacion. Este estado de desarrollo se caracterizan por poseer un nucleo
grande denominado vesicula germinativa (VG) que contiene cromatina descondensada

(Downs, 1993; Eppig, 2001; Sun y Nagai, 2003).

La maduracion ovocitaria se ha definido como el periodo que comprende entre el reinicio
de la meiosis, hasta su posterior detencion, en la etapa de metafase de la segunda division
meiodtica (MII) (Fulka et al., 1998; Eppig, 2001; Mehlmann, 2005). El reinicio de la
meiosis es un proceso que ocurre como respuesta al alza preovulatoria de gonadatrofinas,
basicamente la hormona leutinizante (LH) (Downs, 1993; Eppig, 2001; Qian et al., 2003;
Mehlmann, 2005); permitiendo asi la maduracion del ovocito, tanto a nivel nuclear como
citoplasmdtico. A nivel nuclear el ovocito progresa hasta MII, eliminando el primer
corptsculo polar (Downs, 1993; Saint-Dizier et al., 2001; Sun y Nagai, 2003). En el
citoplasma, los granulos corticales originados en el aparato de Golgi, también presentan
cambios, basicamente en su distribucion (Qian et al., 2003; Sun y Nagai, 2003). En el
ovocito primario, los granulos se distribuyen en la region periférica del citoplasma, después
del alza de LH migran al citoplasma cortical, cerca de la membrana celular (Qian et al.,

2003; De los Reyes et al., 2007°). Esta distribucién cortical tiene una funcion importante
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posteriormente, durante la fecundacion, los granulos corticales se fusionan con la
membrana plasmatica y liberan su contenido en el espacio perivitelino (Hoodbhoy y Talbot,
1994). Los distintos componentes liberados impiden la unién de mas de un espermatozoide
a la zona pelucida (Hoodbhoy y Talbot, 1994) debido a modificaciones en polisacaridos
terminales de glicoproteinas de la ZP (Aviles et al., 1996). Los granulos corticales, por
tanto, son los responsables de bloquear la poliespermia protegiendo al embrién de la

fecundacion heterdloga (Hoodbhoy y Talbot, 1994; Aviles et al., 1996; Wassarman, 1996).

Dentro de los cambios que se producen en la etapa de maduraciéon de los ovocitos, esta
también, el aumento de las uniones de comunicacién “gap junction” entre las células del
cumulo ooforo y el ovocito (Downs, 1993). Esta comunicaciéon es importante para regular
los factores responsables de la maduracion citoplasmatica (Hiroyuki et al., 2000; Sun y
Nagai, 2003) y aportar a los ovocitos los aminoacidos necesarios para el crecimiento como
también la mayor parte de los ribonucledtidos y ribonucledsidos necesarios en la
maduracion (Wassarman, 1996; Hiroyuki et al., 2000). Otro cambio que se produce es la
mucificacion o expansion de las células del camulo (Hiroyuki et al., 2000; Eppig, 2001;
Sutton-McDowall et al., 2004), estas células estan insertas en una matriz de acido
hialurénico y proteinas que durante la maduracion se hidratan aumentando los espacios
entre las células, causando de esta manera la expansion (Yanayamachi, 1994; Hiroyuki et
al., 2000; Eppig, 2001; Sutton-McDowall et al., 2004). En la perra a medida que las células
del camulo se expanden y pierden contacto con el ovocito, este inicia la maduracion; sin
embargo la capa mas interna de células del cimulo permanece adherida al ovocito hasta
que completa la maduracion (Farstad, 2000; Luvoni, 2000; Reynaud et al. 2006; Otoi et al,
2007). Otra caracteristica adquirida durante la maduracion es la capacidad de descondensar
el nucleo espermatico e inducir la formacion del pronicleo masculino (Eppig, 2001; Sun y

Nagai, 2003).

El tamafio ovocitario también podria experimentar algin cambio durante y después de la
maduracion. En bovino se ha comprobado una disminucion del tamafo al medir ovocitos
sin su ZP tanto en sistemas de maduracion in vivo como in Vvitro, posiblemente debido a

cambios estructurales a nivel del citoesqueleto (Suzuki et al., 1998). La eliminacion del
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primer corpusculo polar como posible causa de disminucion del tamafio ovocitario se
descartaria al no encontrar diferencias entre ovocitos bovinos que experimentaron la
eliminacion y los que no (Suzuki et al., 1994; Suzuki et al., 1998). Por otro lado si se miden
ovocitos con su ZP es posible que cambie la relacion entre maduracion/tamano. Viaris de
Lesegno et al., (2007), obtuvo diferencias en tamafio entre ovocitos caninos obtenidos
desde foliculos preovulatorios, ovocitos inmaduros y madurados, presentando los ovocitos
inmaduros un menor tamafo, lo que indicaria una disminucion del tamafio en el ovocito

ovulado el que aumenta durante la maduracion ovocitaria a nivel oviductual.

En la mayoria de los mamiferos la ovulacion ocurre cuando a nivel nuclear, los ovocitos
han alcanzado la metafase de la segunda division meidtica (MII), condiciébn que seria
necesaria para ser fecundados adecuadamente (Down, 1993; Sun y Nagai, 2003; Fulka et
al., 1998). En los caninos, en cambio, la ovulacion se produce en la profase de la primera
divisién meidtica, en estado inmaduro, como ovocitos primarios (Saint-Dizier et al., 2001;
Luvoni et al., 2003; De los Reyes et al., 2005%), por lo que la maduracion se produce en el
oviducto, iniciandose 48-54 h después de la ovulacion (Reynaud et al., 2005; Reynaud et
al., 2006), demorando aproximadamente 2-3 dias en completarse (Saint-Dizier et al., 2001;

Luvoni et al., 2003; Reynaud et al., 2005).

Zona Pellcida

La ZP es una cubierta extracelular que envuelve el ovocito, siendo producida por las células
de la granulosa y por el ovocito en crecimiento en su etapa de mayor actividad metabolica
durante la ovogenesis (Yanayamachi, 1994; Wassarman et al., 1996; Blackmore et al.,
2004). En una fase temprana de su crecimiento la ZP aparece como parches de fino
filamento entre el ovocito y las células foliculares. A medida que el crecimiento ovocitario
continta, la ZP se vuelve una densa y gruesa red de filamentos interconectados rodeando
completamente al ovocito y separandolo de las células foliculares (Yanayamachi, 1994;

Wassarman et al, 1996; Sanchez y De los Reyes, 2004).
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La ZP esta compuesta por glicoproteinas sulfatadas, denominadas en la mayoria de las
especies estudiadas como: ZP1, ZP2, ZP3, las que se forman durante la ovogénesis. Estas
proteinas son depositadas entre el ovocito y las células granulosas en etapas tempranas del
crecimiento folicular (Barros et al., 1996; Wassarman et al, 1996, Blackmore et al., 2004).
Estas glicoproteinas se organizan en una estructura tridimensional donde ZP2 y ZP3 forman
filamentos los cuales son cruzados por ZP1 (Barros et al., 1996; Wassarman et al, 1996).
Las distintas especies mamiferas presentan diferencias en la sintesis y en la estructura de
sus glicoproteinas. En los caninos estas glicoproteinas también se clasifican como ZP1, ZP2
y ZP3 (Sanchez y De los Reyes, 2004), las cuales son producto de tres familias de genes,
ZPA, ZPB y ZPC (Blackmore et al., 2004). Al igual que en otros mamiferos, la unién y
penetracion espermatica a la ZP es el primer paso de la fecundacion, los espermatozoides
deben reconocer y unirse a las glicoproteinas de la ZP para poder llevar a cabo la

penetracion (Barros et al., 1996; Strom Holst et al., 2000).

Para que ocurra la union, penetracion y fecundacion, la ZP presenta funciones, como la de
servir de ligando primario (ZP3) para receptores de la membrana plasmatica del
espermatozoide (Yanayamachi, 1994; Barros et al., 1996); inducir la reaccion acrosomica
(ZP3) (Barros et al., 1996, Wassarman et al., 1996) ser ligando secundario para receptores
expuestos luego de la reaccion acrosomica (ZP2) (Barros et al., 1996; Sanchez y de Los
Reyes, 2004) evitar tanto la poliespermia (Barros et al., 1996; Eppig, 2001) como la
fecundacion heterdloga y proteger al ovocito del entorno (Barros et al., 1996; Blackmore et

al., 2004).

La union primaria entre la ZP y el espermatozoide ocurre por la presencia de la
glicoproteina ZP3 (Barros et al., 1996, Yanayamachi, 1994). Esta interaccion induce la
reacciéon acrosOmica, lo que permite la exposicion de enzimas acrosomales, como el
sistema proacrosina/acrosina (Barros et al., 1996; De los Reyes y Barros, 2000; Brewis et
al., 2001). Esta enzima al ser liberada en la superficie del ovocito actuaria como unioén
secundaria junto con la glicoproteina ZP2 hecho importante en la interaccion y penetracion
del espermatozoide a través de la ZP (Jones, 1991; Barros et al., 1996; De los Reyes y
Barros, 2000; Cortés et al., 2006).
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La penetracion de la ZP por parte del espermatozoide es un paso crucial durante la
fecundacion. Los espermatozoides que no tienen la capacidad de reconocer ni unirse a las
glicoproteinas de la ZP o responder ante la presencia de ésta mediante la RA, son incapaces
de llevar a cabo una fecundacion exitosa (Yanagimachi, 1994; Topfer-Petersen et al.,
2000). Los carbohidratos residuales de las glicoproteinas de la ZP, en este caso ZP3, tiene
un rol importante en este reconocimiento y actlia como un receptor especie-especifico que
permite prevenir la fecundacion heterdloga o intraespecifica (Aviles et al., 1996;

Wassarman et al., 1996; Blackmore et al., 2004).

Otra de las funciones de la ZP es proteger al ovocito de una posible fecundacion con mas
de un espermatozoide (Barros et al., 1996; Eppig, 2001). Para evitar este fenomeno de
poliespermia, la mayoria de los animales tanto mamiferos como no mamiferos
experimentan cambios en la membrana plasmatica y ZP (Gardner, y Evans, 2006), la
membrana plasmatica del ovocito al ponerse en contacto con el espermatozoide, se activa 'y
se depolariza, lo que se conoce como bloqueo rapido o primario de la poliespermia, se
produce en especies pertenecientes a los Phylum Mollusca y Equinodermos en sélo unos
segundos (Gardner y Evans, 2006), previniendo la fusion de otros espermatozoides a la
membrana del ovocito (Yanagimachi, 1994; Gardner y Evans, 2006). El bloqueo lento o
secundario, esta dado por la exocitosis de los granulos corticales del ovocito hacia el
espacio perivitelino, en donde las enzimas liberadas al tomar contacto con la ZP modifican
las glicoproteinas las que pierden su funcidén y capacidad de union al espermatozoide.
Ambos tipos de bloqueo en los animales mamiferos suceden al mismo tiempo (Barros y

Yanagimachi, 1971; Yanagimachi, 1994; Aviles et al, 1996; Gardner y Evans, 2006).

Maduracion in vitro en caninos

La MIV es un proceso en el cual los ovocitos se someten en un medio artificial de cultivo
celular para lograr, del punto de vista nuclear, reiniciar la meiosis y alcanzar el estado de

MII. (Luvoni et al., 2003; Sun y Nagai, 2003; De los Reyes et al., 2005).
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Se sabe que un exitoso sistema de MIV se basa en las condiciones ambientales in vivo
(Luvoni et al., 2003; De los Reyes et al., 2005). En caninos, el sistema es mas complejo ya
que el proceso involucra imitar ademas del ambiente folicular preovulatorio, el oviductual.
Este hecho, sumado a que aun existe poca investigacion en esos animales comparado con lo
estudiado en otras especies como humanos, especies de laboratorio o de produccion, ha
implicado que la eficiencia de la MIV, sea aun baja (Saint-Dizier et al., 2001; De los Reyes
et al., 2005).

Un factor que podria estar influyendo en el bajo éxito de maduracion in vitro es el cultivo
de ovocitos meioticamente incompetentes (Farstad, 2000). La apariencia morfologica de los
ovocitos y células del cimulo y el didmetro del ovocito y del foliculo han sido identificados
como parametros indicadores de competencia meidtica (Fastard. 2000; Luvoni. 2000; Otoi
et al., 2000; Otoi et al., 2001; Songsasen y Wildt, 2005). Otros factores que podrian influir
en la capacidad del ovocito de reiniciar y completar la meiosis es la edad y el ciclo estral de
la perra; sin embargo esto Ultimo crea controversia ya que no tendria una influencia directa
sobre la maduracién sino mas bien un efecto en el tamafo del foliculo y del ovocito (Otoi et
al., 2001; Willingham-Rocky et al., 2003; Songsasen y Wildt, 2005, Rodriguez y
Rodriguez, 2006; Songsasen y Wildt, 2007).

El estudio de la maduracion de ovocitos caninos, ha contemplado basicamente, hasta la
fecha, la evaluacion del desarrollo meiodtico y s6lo en pocos estudios, la maduracion
citoplasmatica mediante la evaluacion cortical (De los Reyes et al., 2005) o la
descondensacion espermatica durante la fecundacion (Saint-Dizier et al., 2001), un estudio
reciente describid ultraestructuralmente algunos cambios que ocurren durante la
maduracion in vivo en perras, basandose en caracteristicas nucleares, citoplasmaticas y
comunicativas entre el ovocito y células del camulo (Viaris de Lesegno et al., 2007). Sin
embargo, en ovocitos de otras especies como ratones (Calafell et al., 1992), cabras
(Villamediana et al., 1999) y bovinos (Suzuki et al., 1994), se ha visto en sistemas in Vvitro
que la disposicion del trabeculado que compone la ZP es mas ancha y los agujeros menos

profundos en los ovocitos madurados in vitro; lo que podria afectar la capacidad de union
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del espermatozoide durante la interaccion de los gametos (Suzuki et al., 1994,
Villamediana et al., 1999). En otras especies como humanos y cerdos no se describe, un
cambio significativo en la estructura de la ZP luego de la maduracion in vitro (Magerkurth

et al., 1999; Hiroyuki et al., 2000).

En caninos, se ha demostrado in vitro que el espermatozoide puede unirse y penetrar
ovocitos independiente del estado de maduracion (Saint-Dizier et al., 2001; Reynaud et al.,
2005; Reynaud et al., 2006), sin embargo, se indicaria una diferencia en los porcentajes de
penetracion espermadtica entre ovocitos inmaduros y madurados en cultivo (De Los Reyes et
al., 2007%). Estas diferencias podrian relacionarse a las caracteristicas de la ZP durante la

maduracion; lo que estudia la presente memoria.
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HIPOTESIS
El proceso de maduracion ovocitaria, inducida bajo condiciones in vitro, producira cambios
ultraestructurales en la zona pelticida que pueden ser evaluados mediante microscopia

electronica.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar posibles cambios ultraestructurales de la zona pelicida durante la maduracion in

vitro de ovocitos de perra.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar la ultraestructura del trabeculado de la zona pelucida de ovocitos

inmaduros y madurados in vitro en caninos.

- Estudiar el estado morfoloégico de la zona pelicida de ovocitos de perra durante el

proceso de maduracion a través de dos tiempos de cultivo (72 y 96 horas).

- Evaluar el tamafio de los ovocitos con su ZP en estado inmaduro y sometidos a

maduracion en cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realizd en el Laboratorio de Reproduccion de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Las evaluaciones al
microscopio electronico de barrido (MEB), se hicieron en el laboratorio de la Facultad de

Fisica de la P. Universidad Catolica de Chile

a) Obtencién y procesamiento de los ovocitos

Los ovarios se obtuvieron de perras sanas, entre 1-6 afios de edad (Songsasen and Wildt.,
2007; Hewitt and England., 1997) ovariohisterectomizadas en la Unidad de Salud e
Higiene Ambiental de la I. Municipalidad de La Pintana, los que fueron transportados al
laboratorio a 37° C en solucion salina (NaCl 0,9%), suplementada con 100 Ul/mL de
Penicilina y 50 pg/mL de Estreptomicina (Sigma).

En el laboratorio, los ovarios fueron macerados a través de cortes finos con hojas de bisturi
en buffer PBS, con el objetivo de liberar a los ovocitos. S6lo se seleccionaron aquellos
ovocitos, de mayor tamafo, que presentaron el citoplasma homogéneo y que estaban
completamente rodeados por al menos tres capas de células del cumulo (Farstad, 2000; De

los Reyes et al., 2005).

Se obtuvo un total de 93 ovocitos a través de 15 réplicas experimentales. Los ovocitos
seleccionados en cada replica fueron divididos en dos grupos: un grupo se incub6 para
maduracion in Vitro y el otro grupo se procesdé inmediatamente en estado de ovocitos

inmaduros.
Los ovocitos que se procesaron en estado inmaduros se lavaron en PBS para luego ser

trasladados a una solucion de citrato de sodio (0,05% en PBS) para la remocion de las

células del camulo.
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b) Maduracion in vitro

Los ovocitos seleccionados para maduracion, fueron lavados en PBS suplementado y luego
procesados para su maduracion in vitro de acuerdo a lo descrito por De los Reyes et al.
(2005), el medio de incubacion fue preparado con Tissue Culture Medium 199 (TCM 199;
Earle’s salts tamponada con 25 mM de Hepe; In Vitrogen) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB, In Vitrogen), 10 Ul/mL de gonadotrofina coriénica humana (hCG,
Sigma) 5 pL/mL solucién antibidtica (Penicilina 0,0122 gr/mL-Estreptomicina 0,02 gr/mL,
Sigma) y 2,5 pL/mL de solucion piruvato, preparada en base a 11.2 mg/mL de acido
piravico. Todos los medios preparados se filtraron utilizando una membrana de filtro

0,22pum (Millipore). El tiempo de maduracién fue de 72 y 96 h.

En cada réplica experimental, por cada tiempo de maduracion, se incubaron los ovocitos en
gotas de 100 pL del medio de cultivo, bajo aceite mineral estéril (Sigma) en capsulas de
cultivo (Falcon #3001). Los ovocitos se incubaron a 38,5°C, en una estufa de cultivo
(Forma Scientific) en una atmésfera de 5% CO, y 98 % de humedad. Se utilizaron

aproximadamente 30 ovocitos en cada tiempo de maduracion (0, 72, 96 h).

c) Fijacion de ovocitos

La fijacion se realizé a ovocitos inmaduros y madurados in Vvitro posterior a la extraccion
de las células del camulo. Los ovocitos se lavaron en buffer Cacodilato 50 mM por 15
minutos y posteriormente se fijaron en glutaraldehido 2,5% mantenidos en esta solucion a

4°C, hasta su procesamiento para microscopia electronica de barrido.

d) Procesamiento y evaluacion en Microscopia Electronica de Barrido (MEB)
Los ovocitos fueron lavados dos veces en PBS por cinco minutos y luego se transfirieron a
una segunda solucion fijadora de Tetroxido de Osmio al 2% por 30 minutos y

posteriormente nuevamente lavados dos veces en PBS, por cinco minutos.
Los ovocitos fueron colocados en cdmaras de cobre cerradas para ser deshidratados

mediante concentraciones crecientes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% y 100%). Se

realizaron tres pasajes de cinco minutos en cada una de las concentraciones de acetona.
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Posteriormente, la desecacion de los ovocitos se realizé mediante secado a punto critico del
COa,, el cual pasa de fase liquido directamente a fase gas. Luego los ovocitos se montaron
en portaespecimen para ser sombreados con oro-paladio. Las muestras fueron analizadas

bajo el microcopio electronico de barrido marca “LEO” modelo 1420 VP.

La medicion del trabeculado de la zona pelucida se llevd a cabo mediante el programa
“AutoCad 2006”. Dicho programa permite que las fotografias tomadas por el MEB sean
estandarizadas en referencia a un tamafio y luego medidas en micrometros (Um) mediante

un proceso de comparacion entre pixeles (jpg) y vectores lineales (dwg).

f) Andlisis Estadistico

En cada grupo de ovocitos (inmaduros, madurados por 72 y 96 h), se obtuvo un promedio
por ovocito y un tamafio, los cuales se evaluaron a través de un andlisis de varianza de un
factor o clasificacion simple, comparando las medias a través de la prueba de Tukey. Las

diferencias de P< 0,05 se consideraron significativas.
El modelo estadistico sera:
Yij=p+Tit €
Donde:
Y;= Variable a estudiar.
p = Media poblacional.
T;= Tiempo de incubacion.

€= Error.
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RESULTADOS

Se analiz6 bajo MEB la estructura y estado morfologico de la ZP a un total de 500 ovocitos,
93 ovocitos pudieron efectivamente ser evaluados, 30 de ellos correspondieron a ovocitos
estado inmaduro, 31 a aquellos que se maduraron en cultivo por 72 h y 32 a 96 h. Los
ovocitos restantes no pudieron ser medidos ya que presentaban alteraciones en su envoltura
o estructura como endurecimiento de la ZP, ovocitos destruidos, particulas extrafias y
material precipitado, también presencia de células del cimulo que impiden observar la ZP

(figura N°1, figura N°2 ay b, figura N°3 ay b).

Cada ovocito fue analizado y medido individualmente (figura N°4, ay b y figura N°5 a'y
b), obteniéndose un promedio en el tamafo del trabeculado de la ZP y el diametro total del
ovocito (anexo N°1). El estado morfoldgico se analizo a partir de las fotografias obtenidas
del MEB, en los tres grupos de estudio la ZP se presenta como una red de filamentos con
agujeros de diferentes tamafios, en el grupo de los ovocitos madurados in vitro se puede
observar que los agujeros se encuentran superpuestos unos sobre otros. En los ovocitos
inmaduros estos agujeros tienden a ser de un menor tamafio que en los ovocitos madurados

y con aspecto de mayor profundidad (figura N°6, a, b y c).

En la grafico N° 1 se muestran los promedios de tamafios en los ovocitos por grupo, en
donde se puede apreciar una leve diferencia en los ovocitos inmaduros con respecto a los

madurados, aunque no sea estadisticamente significativo.
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Gréfico N° 1. Promedio del tamano total en cada grupo de ovocitos.
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El grafico N° 2 muestra las diferencias en el tamafio del trabeculado obtenido en cada grupo
de ovocitos. Los ovocitos inmaduros obtuvieron un menor tamaino (P <0,05) en el
trabeculado al ser comparados con los ovocitos madurados in vitro, valor que es
representado en el grafico por la letra “a”. A su vez, dentro de los ovocitos madurados in
vitro, en los que se utilizd un protocolo de 72 h de maduracion el promedio del tamafio en
el trabeculado de la ZP fue mayor que aquellos ovocitos madurados con un protocolo de 96

h, representado en el grafico por las letras “b” y “c”, respectivamente.
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Grafico N° 2. Diferencias en el tamafio del trabeculado en las distintas horas de

maduracion.
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Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05).

Las figuras N° 1, 2 y 3 muestran diferentes tipos de alteraciones encontradas en ovocitos
inmaduros y madurados in vitro, del total de ovocitos evaluados aproximadamente el 80%
se encuentran en este grupo; las figuras N° 4 y 5 muestran un ovocito sin alteraciones
morfologicas y el andlisis que se realizo tanto en el trabeculado de su ZP como en el
tamafio total del ovocito. En la figura N°6 se observan las diferencias en el trabeculado en
los diferentes ovocitos segun estado de maduracion, los ovocitos inmaduros presentan un
trabeculado mas uniforme con orificios profundos separados entre si por una estructura
compacta, a diferencia de los madurados 72 y 96 h, donde se observa una estructura mas
desordenada y estratificada con orificios de diferentes tamanos y profundidades. Las
imagenes se obtuvieron a partir de acercamientos realizados por el programa “Autocad

2006 a fotos de ovocitos tomadas por el MEB.
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Figura N° 1 (1810 X) Alteraciones estructurales en ovocito madurado durante 72 h.
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Figura N° 2 (5000 X). 2a ovocito inmaduro con ZP alterada, no se puede apreciar el

trabeculado, 2b ovocito madurado durante 96 h con “endurecimiento de ZP”.
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Figura N° 3 (5000 X). 3a presencia de particulas de caracter desconocido, y bacterias

producto de la contaminacion en la preparacion de las muestras, en un ovocito madurado

durante 96 h, 3b células del camulo que impide la vision de la ZP, en un ovocito madurado

durante 72 h.
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Figura N° 4 (5000 X), 4a muestra ovocito maduro (96 h de cultivo) sin alteraciones en su
ZP y 4b acercamiento de la foto 4a mediante el programa “Autocad 2006” para mostrar

detalle de las mediciones del trabeculado.
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Figura N° 5 (1580 X) 1a representa ovocito maduro (96 h de cultivo) sin alteraciones, 1b

la medicion del tamafio (diametro) del ovocito.

Figura N°6 (5000 X); 6a detalle trabeculado ovocito inmaduro 6b detalle trabeculado

ovocito madurado 72 h, 6¢ detalle trabeculado ovocito con 96 h de maduracion.




DISCUSION

Se pudo demostrar con este trabajo que existen cambios a nivel ultraestructural en la ZP del
ovocito canino durante la maduracion ovocitaria. Estos resultados serian coincidentes con
estudios realizados en ovocitos de cabras (Villamediana et al., 1999), bovinos (Suzuki et
al., 1994) y ratones (Calafell et al., 1992), a diferencia de lo estudiado en ovocitos humanos
(Magerkurth et al., 1999). Los cambios observados en la ultraestructura de la ZP entre
ovocitos inmaduros y madurados in vitro podrian corroborar que la ZP se comportaria
como una estructura dindmica que cambia a través del tiempo durante la maduracion. Al
contrario, el tamafio del ovocito no presentd6 cambios significativos durante el tiempo de

maduracion en cultivo.

La ZP es una envoltura extracelular y tridimensional que envuelve a la mayoria de los
ovocitos mamiferos (Yanagimachi, 1994; Wassarman et al., 1996), compuesta por capas,
con apariencia de red de filamentos y naturaleza porosa que permite el paso de ciertas
moléculas (Yanagimachi, 1994; Sinowatz et al., 2001), estas caracteristicas morfologicas se
repiten en la ZP de raton y hamster (Phillips y Shalgi, 1980), cerdo (Flechon et al., 2004),
bovino (Suzuki et al., 1994), cabras (Villamediana et al., 1999), humano (Magerkurth et
al., 1999) y marsupiales (Breed et al., 2002). Estudios realizados en ovocitos de perra
inmaduros y mantenidos congelados o en soluciones salinas en estado inmaduro han
comprobado que la ZP coincide en general con esta descripcion (Strom Holst et al., 2000),
lo que se comprobo en este estudio, tanto en ovocitos inmaduros como madurados in vitro,
al presentarse la ZP como una malla filamentosa organizada en diferentes estratos,

fenestrada con muchos agujeros.

La ZP se comienza a formar durante el desarrollo del foliculo primordial a foliculo primario
(Barber et al., 2000), en el crecimiento ovocitario la ZP aumenta en grosor (Wassarman et
al., 1996; Viaris de Lesegno et al, 2007) y durante la maduracion, fecundacion y desarrollo
embrionario temprano, ocurren modificaciones a nivel ultraestructural y funcional. La ZP
de ovocitos inmaduros de bovinos y cabras presenta un aspecto de una malla fibrosa

uniforme con agujeros profundos y de pequefio tamafio (Suzuki et al., 1998; Villamedia et
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al., 1999), en este trabajo se pudo observar que la ZP en caninos tiene un aspecto similar,
los agujeros son de pequeiio tamafio, separados entre si por una estructura compacta, densa
y poco estratificada, sin embargo una vez transcurrido 72 o 96 h de maduracién hay un
cambio morfoldgico en la ZP. En bovinos también se han encontrado diferencias entre
ovocitos inmaduros y madurados in vitro, donde en los primeros la ZP se caracteriza por ser
una malla fibrosa con numerosos y profundos agujeros, en los madurados en cultivo la ZP
cambia a una apariencia mas delgada y los agujeros menos profundos (Suzuki et al., 1994)

lo que indicaria un posible efecto de la maduracion sobre la ZP.

Comparando la maduracion in vivo vs in vitro, se ha observado en cabras, que los ovocitos
inmaduros presentaron una malla fibrosa con orificios pequenos y profundos, los ovulados,
madurados in vivo, y madurados in vitro presentaron una ZP con apariencia de distintas
capas y agujeros grandes con aspecto plano, es decir, poco profundos; y en ambos tipos de
maduracion se observaron cambios ultraestructurales en la ZP después de haber
transcurrido la maduracion, no encontrando diferencias en la ZP entre ovocitos madurados
in vivo e in vitro (Villamedia et al., 1999). Sin embrago, en cerdos, se encontraron
diferencias en la ZP, debido posiblemente a una incompleta maduracion de los ultimos

(Funahashi et al., 2001).

En general, en el transcurso de la maduracion ovocitaria se producen distintos cambios que
tienen como consecuencia permitir la fecundacion y un desarrollo embrionario normal
(Fulka et al., 1998, Mehlmann, 2005). Estos cambios estarian asociados a la estrecha
comunicacion existente entre el ovocito y las células del cimulo que lo rodean, mediante
uniones de comunicacion (“gap juctions”) (Hiroyuki et al., 2000; Sun y Nagai, 2003). En la
perra y otras especies mamiferas, estas células emiten proyecciones citoplasmaticas que
atraviesan la ZP por los agujeros que esta presenta para alcanzar la membrana ovocitaria y
permitir el intercambio de sustancias comprometidas en la maduracion (Suzuki et al., 1994;
Suzuki et al., 1998; Villamedia et al., 1999; Flechon et al., 2004; Viaris de Lesegno et al,
2007). Después del alza de LH estas proyecciones se irian degenerando, perdiéndose la

comunicacion y produciendo un cambio estructural en la ZP (Villamedia et al., 1999;
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Hiroyuki et al., 2000). En ovocitos de perra estudiados in vivo, se ha visto que a medida
que avanzan los dias pos ovulacidn, estas proyecciones se van degenerando quedando el
ovocito incomunicado a las 72 h después de la ovulacion, cuando se completaria la

maduracion nuclear (Viaris de Lesegno et al, 2007) .

En este estudio, los cambios morfoldgicos observados después de la maduracion tienen
relacion a un aumento del tamafo de los agujeros y a una apariencia menos profunda y un
mayor numero de capas en la ZP. Esto podria ser consecuencia de la mucificacion y
desacoplamiento de las células del camulo con la degeneraciéon de las proyecciones
emitidas hacia el ovocito (Villamedia et al., 1999; Hiroyuki et al., 2000; Viaris de Lesegno
et al, 2007). Susuki et al, (1994), propone que tanto la expansion de las células del ciimulo
como el cambio de morfologia de la ZP después de la maduracion corresponde a un evento
fisioldgico que tiene como consecuencia guiar al espermatozoide hacia y a través de la ZP

para alcanzar y fecundar al ovocito.

Al ser la ZP la envoltura externa del ovocito, el espermatozoide debe atravesar esta
estructura para tomar contacto con la membrana plasmatica del ovocito y lograr fusionarse
a ella para penetrar al citoplasma ovular (Barros et al., 1996). Cualquier cambio en la
estructura y funcionalidad de la ZP, estaria por tanto afectando la penetracion espermatica y
la fecundacion normal (Barros et al., 1996; Wassarman et al., 1996; Sinowatz et al., 2001;
Gardner y Evans, 2006).

Estudios in vitro han observado que en caninos la penetracion espermatica seria
independiente del estado de maduracion del ovocito o el estado degenerativo de la ZP
(Mahi y Yanagimachi, 1976; Saint-Dizier et al., 2001); sin embargo, la frecuencia de
penetracion de ovocitos inmaduros es mayor en sistemas in vitro que in vivo, lo que podria
ser consecuencia del uso de sistemas de cultivos sub Optimos en la maduracion o la
utilizacion de ovocitos con cierto grado de dafio, que estuvieran alterando o influyendo en
el estado morfoldgico de la ZP y la normal penetracion espermatica (Reynaud et al., 2005;

Reynaud et al., 2006). En la perra, se ha descrito que la penetracién espermatica in vivo
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ocurre so0lo en metafase II, es decir cuando el ovocito ha completado su maduracion nuclear

(Reynaud et al., 2005).

En ovocitos caninos inmaduros y madurados in vitro, se ha encontrado diferencias en el
porcentaje de penetracion (De los Reyes et al., 2007%). Esos resultados muestran que
ovocitos inmaduros poseen un menor porcentaje de penetracion que aquellos madurados en
sistemas de cultivo, lo que podria estar asociado a cambios morfologicos y funcionales de
la ZP, ya que el aumento del tamafio de los orificios junto con la disminucién en la
profundidad de algunos de ellos se ha relacionado con la mayor penetracion espermatica

(Suzuki et al., 1994; Villamedia et al., 1999).

El tiempo de maduracion in vitro del ovocito canino es aun controversial, ciertos autores
han planteado que la mayor proporcion de ovocitos con desarrollo meidtico se lograria
durante las 24-48 horas (Nickson et al., 2003; Saint-Dizier et al., 2001); otros entre las 72 y
96 horas de cultivo (Mahi y Yanagimachi, 1976; Yamada et al., 1992; Fuji et al., 2000; De
los Reyes et al., 2005). Comparando los dos tiempos de maduracion in vitro empleados en
este trabajo, se observoé mayor tamafio de agujeros en el trabeculado de la ZP de ovocitos
madurados por 72 h en comparacién a aquellos madurados por 96 h. En estudios previos,
empleando los mismos medios y sistemas de maduracion ovocitaria que los utilizados en
este trabajo por 72 y 96 h, se observd que en los ovocitos madurados por 72 h, los
porcentajes de penetracion con espermatozoides de perros incubados por distintos tiempos
de capacitacion, fue mayor que en los ovocitos madurados por 96 h (Oberli, 2006), lo que
podria estar relacionado con los agujeros de mayor tamafio a las 72 h encontrados en el
presente estudio. Posiblemente exista por tanto, una estrecha relacion entre el trabeculado
de la ZP, el grado de maduracidon y como consecuencia una influencia en la penetracion

espermatica.

A pesar que se han obtenido porcentajes mayores de maduracion nuclear (ovocitos
metafase II) in vitro a las 96 horas de cultivo versus 72 h (De los Reyes et al., 2005), los
porcentajes de penetracion y fecundacion in vitro son menores en ese tiempo (Oberli,

20006). Es posible, que a las 96 h exista una sobre maduracién del ovocito, que se traduzca
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en parte, por una disminucion en el tamafio de los agujeros del trabeculado de la ZP,
limitando la penetracion del espermatozoide. La prolongacion de los tiempos de cultivo,

podria aumentar diversos grados de degeneracion (Luvoni et al., 2003).

Se ha descrito, por otra parte, que la mayor proporcion de ovocitos madurados, evaluados a
nivel nuclear (Metafase II), se logra entre las 48-72 h y que al extender el tiempo de cultivo
no habria diferencias en la proporcion de ovocitos madurados viables (Otoi et al., 2004).
Diferencias en la viabilidad de ovocitos de perra en cultivo tampoco se han encontrado
luego de 96 h (De Los Reyes et al., 2007°). En este estudio un 21% del total de ovocitos
madurados durante 96 h de cultivo, no presentaban alteraciones morfoldgicas evidentes, sin
embargo, ultraestructuralmente presentaron un cambio en su trabeculado, al disminuir el
tamafio de los agujeros, lo que podria afectar la interaccion de los gametos pudiendo ser
indicativo de un inicio de degeneracion celular, que precederia a cambios mas evidentes
que afecten la viabilidad. Un mayor éxito de la fecundacion in vitro se obtendria después de
haber utilizado un protocolo de 48 h de maduracion ovocitaria (Otoi et al., 2004).
Posiblemente, la ZP presenta un cambio morfologico entre las 0-72 h que beneficiaria la
penetracion espermatica y como consecuencia la fecundacion, donde tiempos mayores de

cultivo podrian tener un efecto negativo sobre este proceso.

El tamafio ovocitario también podria experimentar algin cambio durante y después de la
maduracion. Viaris de Lesegno et al, (2007), mencionan diferencias en el tamafio entre
ovocitos caninos preovulatorios, inmaduros ovulados y madurados in vivo. Los ovocitos no
ovulados presentarian un tamafio similar con aquellos que ya habian madurado, a diferencia
de los ovocitos inmaduros en estado de vesicula germinal, que tendrian un menor tamafo.
En este estudio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
ovocitos inmaduros y madurados in vitro (72-96 h) el espacio perivitelino comienza a
ensancharse entre la ZP y la membrana plasmatica del ovocito después de la ovulacion para
completarse antes del reinicio midtico, (Suzuki et al., 1998; Viaris de Lesegno et al., 2007).
Pero probablemente, este cambio haya sido muy sutil, lo que no permiti6 detectar

diferencias estadisticas entre las diferentes poblaciones de ovocitos evaluadas aqui.
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Por otro lado, durante la maduracion in vitro y la preparacion de los ovocitos para
analizarlos se producen distintos tipos de alteraciones a nivel ovocitario, en este estudio se
encontraron en los tres tiempos de cultivo ovocitos degenerados, rotos, con pérdida de
citoplasma y/o perdida total o parcial de la ZP. La ZP y el ovocito son estructuras muy
hidratadas por lo cual se pueden dafiar facilmente con la preparacion para microscopia
electronica (Phillips et al., 1980), es por ello que es comin encontrar en este tipo de
trabajos ovocitos que han sido completamente destruidos o han perdido parte importante de
su estructura (Phillips et al., 1980; Suzuki et al., 1994; Villamedia et al., 1999; Magerkurth
et al., 1999; Hiroyuki et al., 2000).

La presencia de ovocitos degenerados, sin embargo, puede ser un fendémeno natural y no
siempre una consecuencia de la preparacion para microscopia o de un medio de cultivo
ineficiente (Villamedia et al., 1999). En sistemas in vivo antes de la ovulacion hay una
seleccion de los ovocitos, in vitro esta seleccion natural se pierde al utilizar técnicas de
recoleccion como la obtencion de gametos desde el tejido ovarico (Villamedia et al., 1999;
Fujii et al., 2000; Otoi et al., 2002), donde una cantidad variable de ovocitos se encuentran

en crecimiento o estados tempranos de degeneracion por atresia folicular (Fastard, 2000).

El “endurecimiento de la ZP” o reaccion de zona, ocurre naturalmente después de la
fecundacion por la liberacion del contenido de los granulos corticales que modifican la
superficie de la ZP, haciéndola refractaria a la penetracion espermatica (Schroeder et al.,
1990; Ducibella et al., 1990; Suzuki et al., 1996; Dell Aquila et al., 1999). Este
“endurecimiento” espontaneo se puede producir durante la maduracion ovocitaria por la
liberacion prematura del contenido granular, tanto en sistemas in Vvitro como in Vivo
(Ducibella et al., 1990; Dell Aquila et al., 1999). Cuando se produce la reaccion cortical, la
ZP en ovocitos de cerdos y humanos cambia su ultraestructura de una malla fenestrada con
muchos agujeros a una estructura lisa y de aspecto uniforme (Nikas et al., 1994; Funahashi
et al., 2000). En este estudio se encontraron ovocitos con estas caracteristicas en ambos
tiempos de cultivo (72-96 h), donde la estructura de la ZP se habia perdido completamente

y solo se podia observar una capa lisa con algunas depresiones pero sin agujero.
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Se ha descrito que también es posible encontrar diferencias en la ZP de ovocitos madurados
in vivo ¢ in vitro (Funahashi et al., 2001). En cerdos se ha observado diferencias
ultraestructurales a nivel de la ZP entre los ovocitos madurados in vivo e in vitro
(Funahashi et al., 2000; Funahashi et al., 2001), el aspecto de malla estratificada con
numerosos agujeros que presenta la ZP de ovocitos madurados in vivo se torna lisa y de
apariencia uniforme en los ovocitos madurados in vitro, donde muchos de los agujeros
presentan remanentes citoplasmaticos de las proyecciones de las células del camulo,
posiblemente debido a una incompleta maduracion de la ZP (Funahashi et al., 2000;
Funahashi et al., 2001). En el presente estudio se encontraron algunas células del camulo
unidas a ovocitos pero a diferencia de otros animales, en caninos, la capa mas interna de
células del cimulo permanece adherida firmemente al ovocito hasta completar la
maduracion ovocitaria, después de la ovulacion (Farstad, 2000; Luvoni, 2000; Viaris de
Lesegno et al, 2007), sin embargo es probable que un porcentaje de los ovocitos madurados
en cultivo hayan tenido algin grado de inmadurez, presentando caracteristicas morfologicas

en su ZP como apariencia lisa, uniforme y bajo porcentaje de agujeros y estratificacion.

En el presente estudio se comprobdé que durante la maduracion ovocitaria in Vitro se
producen cambios a nivel ultraestructural en la ZP, estos cambios podrian tener un efecto
en la penetracion del espermatozoide en el ovocito. El espermatozoide antes de hacer
contacto y fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito, debe interactuar y atravesar
la ZP, es por ello la importancia de las caracteristicas estructurales que influyen en su

funcidn durante la fecundacion.
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CONCLUSIONES

- La ZP de ovocitos inmaduros y madurados in vitro por 72 y 96 h presentarian

diferencias ultraestructurales.

- La duracion del tiempo de maduracion influiria en la ultraestructura de la ZP, tiempos

mayores a 72 horas de cultivo disminuyen el tamafio de los agujeros presentes en la ZP.

- El tamano ovocitario no presentaria cambios significativos durante la maduracion in

vitro.

- Debido a la maduracion in vitro y la preparacion para microscopia electronica se

produce en un alto porcentaje de ovocitos distintos tipos de alteraciones.
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ANEXOS

Anexo N° 1. Promedios del tamafio de los agujeros en la ultra estructura de la ZP de

ovocitos caninos inmaduros y madurados in vitro y tamafo total de cada ovocito medido.

Ovocitos Madurados (horas)

Inmaduro 0 horas 72 horas 96 horas
Numero Tamaifio Tamaiio Tamafio ovocito Tamaiio Tamafio ovocito
Ovocito trabeculado (um)  Tamaiio ovocito | trabeculado (Um) (Um) trabeculado (um) (Um)
1 0,822272727 63,13 1,536875 114,17 1,232826087 69,42
2 0,767789474 100,35 1,43195122 93,09 1,912258065 66,51
3 0,900365854 89,17 1,13972973 99,44 1,225747126 116,22
4 0,733815789 61,33 1,38 101,57 1,051444444 121,01
5 0,718 109,1 1,080240964 102,59 1,157904762 106,98
6 0,721466667 109,56 1,244166667 84,13 1,200243902 91,07
7 0,856179775 98,68 1,57009901 97,19 1,493173077 104,74
8 0,901111111 89,98 1,38954023 99,57 1,114333333 93,31
9 0,586428571 98,21 1,517333333 94,49 0,937666667 100,59
10 0,769896907 102,6 1,381333333 101,89 1,399333333 86,78
11 0,822777778 88,6 1,510512821 90,36 1,368666667 90,38
12 0,757962963 102,25 1,725888889 91,51 1,452 97,4
13 0,712621359 82,49 1,506111111 86,76 1,362888889 100,13
14 0,59411215 93,93 1,817333333 94,02 1,344819277 82,32
15 0,55245283 82,92 1,662197802 92,44 1,108222222 82,12
16 0,576944444 86,23 1,597666667 87,92 1,294888889 107,07
17 0,571759259 88,15 1,674320988 77,91 1,366777778 87,71
18 0,77254902 72,33 1,675888889 79,59 1,205 81,19
19 0,47816092 92,78 1,587125 80,53 1,365934066 80,32
20 0,552962963 87,29 1,631785714 100,45 1,394 81,32
21 0,54462963 75,22 1,731111111 89,39 1,236049383 92,44
22 0,648518519 84,17 1,738372093 95,32 2,067222222 89,23
23 0,589705882 93,96 1,475 102,5 1,89974026 102,32
24 0,529166667 95,26 1,715974026 103,28 1,778055556 84
25 0,658392857 86,49 1,507631579 72,39 1,635714286 82,46
26 0,908796296 74,77 1,452739726 87,74 1,358688525 98,88
27 0,70728972 73,56 1,732531646 89,53 1,798289474 82,03
28 0,582537037 83,58 1,781780822 84,51 1,722972973 101,17
29 0,659294118 86,16 1,590117647 91,58 1,622238806 92,02
30 0,675696203 78,56 1,585526316 83,55 1,588243243 80,24
31 1,929176471 87,66 1,495571429 83,2
32 1,406760563 86,52

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre los ovocitos

inmaduros y madurados in vitro y entre las distintas horas de maduracion (72 y 96 h), no asi

en el tamafio total de los ovocitos de cada grupo.
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