
UNIVERSIDAD AUTONBMA NETROPOLITANIL-I ZTAPQMPA 
! I 

1 Casa abwrta al tiempo DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD 

yFERTILIZACION IN VITRO DE OVOCITOS 
DE CERDO MADURADOS IN VITRO 

T E S I S  

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

MAESTRO EN CIENCIAS EN BlOLOGlA DE LA 
REPRODUCCION ANIMAL 

P R E S E N T A  



c 

S INODALES 

Dr. MIGUEL BETANCOURT RULE. 

Dr. JAVIER VALENCIA MENDEZ- 

Dr, ALEJANDRO R N E S  FUENTES. 

Dr. ADOLFO ROSADO GARCIA. 

M. en C. REYNA FIERRO PASTRANA. 

1 5 3 8 8 0  



DEDZCATOBIAS 

I 

A l  eJemplo de vida,  ; justicia y cora je  - -- 
envueltos en e l  más t ierno amor 
recibe ésto padre como un homenaje 
recibe Asto  madre como una oración. 

JOSE GUADALUPE Y ANA MARIA. 

La -esperanza -==que-se hace verdad 
después de mucho empeñ-o - 

amada esposa ES nuestra v i c to r i a  
ver  real izado nuestro sueño. 

GRISELDA. 

Por Ustedes y para Ifakedes h i j i t a s  lindas-- 
motor de vida e inspi-ración 
aquí hay parte de su esfuerzo 
sonrisas,-rausencias y - a m . -  

ALEJANDRA Y PAULINA, 
I 

Un l o g r o  PUF t-ambi6n-e~ de Ustedes 
por su spoyo-en -t;odo Prome----- 
sus b e l l a s  palabras de a l i ento  
gracias  suegros, hermanos y cuñados 

JOSE GUADALUPE Y JULIA.  



A la directora de mis primeros pasos 
en el camino de fa investigación. 

M en C. REYNA FIERRO.  

Al *extraordinario ejemplo de 
dirección y forma- de traba30 
científico,enmarcados en la virtud 
de la sencillez humana. 

DR. MIGUEL BETANCOURT. 

Cqmo _auténtica célula donde cada elemento 
cumple su función y da vida al conjunto, 
gracias por su ejemplo. 

LABORATORXfl DE BIOLOGIA  CELULAR. 

Al compartirme su tiempo , 
conocimientos y experiencias me 
legaron parte de su vida, gracias. 

PROFESORES r 

Hechos Yaliosos gratas _experiencias,.escritos 
en una página del libro de mi vida intitulada 
UAM-Mestr5a;  -gracias 

COMPAREROS -DE GENERACmN e- 

MARTHA, MARCO, MARIO Y RICARDO. 

Por el esfuerzo y experiencia 
aplicada en la revisidn crítica del 
presente trabajo. 

SINODALES. 



Nadie- I lenve;isce- -&le-psr-vivir un número de años La 

gente enve,iezzz-enrte::zLafsandonar sus -ideales. 

Los años arrugan-ef rostro pero perder e l  .entusiasmo 

arruga -el alma. 

La preocupación, : Ja duda,- --el-egoismo, e l  .miedo, l a  

des-r- ,--son - -hrges--larges&s-que-~cfiaan -la cabeza y 

l levan e l  espirita riuevamente a l  polvo.  

CICERONr-- 
a 



I 

El pre- - - ~ r ~ ~ a ; ~ ~ f ~ é - ~ r ~ ~ e ~ ~  -=finane-kdo - .  . 
por e$ COJJACPT a través de l  apoyo de beca no.  -56767 durante el 
periodo comprendi& entre Octubre de 1988 y Febrero de 1991. 



INDICE . 
I 

1.-  . INTRQDUCCION .......................-. 1 

1 . -  MADURACION DE GAMETOS: 

. OVOCITOS .......................... 6 

- ESPERHATOZOIDES- -. -+ ................ 16 

0 
2.- FERTILIZACION ................... 23 

11.- JUSTlFICACION ....................... 29 

I11 .. OBJET-I-VOS ............................... 30 

IV . - MATEREAL -y-:HETODOS .................. 31 
V.- RESULTADOS .......................... 36 

VI.- DISCUSION ........................... 4 2  

VII .. -APEND-ZCE- 4 MED~OS-~~GIJETWQ+- . - .  ...... 52 
VII1.- REFERENCIAS BI3LIOGRAFIGAS ...... b .  .. 5 7  

... ... ... I .. ..___ ..... -. . . . . . . . . . . .  



INTRODUCCION. 
I 

E l  desar ro l lo  de técnicas de vanguardia en e l  campo de 
I 

l a  .reproducción, t a l e s  --como--k& FERT'fLi%z4CIOH--3[H VHRO -fFIV) r - la-  - ! 

TRANSFERENCIA DE BMBRIOMES 4TE)  e s  cada Y ~ Z  &is ampl io .  .La P1V-s . I 
I 

un --prooeso que involucra l a  part ic iPac ión .de ovocitos y ~ 

espermatozoides con un dekerminado -grado de madurez y-a-un tiem--- - 

prec4so 7 =para que oeurza - su  adecuada -intaracoi6n, .3etgrando -así -la 

fertilizáEihn-Ie-n condiciónes de l  la3orator io .  

~ 

Chang en -1959 abajarde-can-conejos-, - fue--e-i p r i m e - r c -  

en logra&-s F I V  =en.-laamíferos=- Desde -entonces - esta -tkcnica ha 

sido . una - -  Ú t i l  herramienta--- para 4nves+iigaciones - sobre 

capacitación espermákica, . .. reaccion --acrosomal , penetración y 

f erk kki zaciállF---empleando : p a r d 3  o--Narias-maddas -exper5men%al*s , 
entre los-- cuales de s t;acan-==-~&ón, c r i eek i c  eone&o--.Cuyo, wta, 

per ro ,  borrego, vaca e inclusive d-hombre -1 Brackett _ef; a l i - 3 9 8 1 ;  

Bav i s t e r33  SO$-. 

1 I 
~ 

Las .. apl icaciones que - ha tenidu-fa F I V -  han sido en 

di ferentes campos- t a l e s  como : 

Invest inacids Bbsica,  donde se ha profundizado en el 

conocimiento-de la b io l og í a  de l o s  gametos part ic ipantes tanto en 

e l  -proseso- -de--maduracibn -6.0810 e n  su- interacción - y desar ro l lo  - 



reproducción v i vo ,  a s í  como l a  recuperación de material 

qenético de los rastros  para producir embriones de elevada 

ca l idad genética incr-einen%ande---* -el número ~ de animales 

c especial5zados - -en producción -de- carne- =o. l e c h e  1'Yoshida, 1987 

Goto, 1989; -Toyoaa - g N a i t o ,  1990). 

En -.probkemas *- - 'dad Humana, donde-por alguna 

razón l a  f e r t i l i z a c i ó n  --.& vivo.  no t i e n e -  éxito, es pos lb le  

r eaz i za r i - a i - a  - v i t r o  -y- p o s t d a r m e n t e  --transferir - -el .embrión 

resu3=bmte==a=la -madre-para--pue-eonti.nt%ie su-aesarrofl.s.-- A s i  

s u  -apli-caci-ún para análi-si-s -de c r o m o m á 3  - = d e - - = - e - s p e r m a ~ ~  -- 

GOQO _ _  - - - 

despu4xc=&--pen&rar--aI - -ovo--curO - - C r 6 d w s r ~ ~ b - + & ~ ~ - - i . 3 & 9 ; - :  .3iivT%Ix 

1990). - 

-,- -- - - 

A pesar de que -*da-tino de estos ob j e t i vos  ex i s ten  

avances -ev identes , -  e l  prosreso y-ap l i cac ión  de l a  FIV ha s ido  

l e n t h e b i d = - e n  parte a-problemas i nhe r en t e s  a -1s técnica,--dada- 

s u  complejidad y costo ,  a s í -  como a la -d i f i cu l tad  de 

interpre-hcm5 * n ----de-.xiatm --==por--=la - diirersicfad de  técnicas 

u t i M m w p m -  -10s -Investig=darexr -dahst*=U9G- 

2 '  



En los inicios del desarrollo de la técnica, era común 

que se incorporaran componentes biológicos naturales a los 

medios de cultivo, tales como suero sanguíneo, células cúmulo o 

f luído--I-icnfar,- ----=.on -- dntancih-- -de -zonserw--=h - -viabilidad - 

esperroática -y tener una adecuada capacitación, reaccián acrosomal 

y por -LCon%teti~P.__~~Ee-i-enci-a-- en -=3a ---3ert51izaci6n.- - -Estas--- 

condiciones se han . i do  modificando al substituir medios de 

cultivo-no definidos por-medios definidos en los que se conoce a . 

la mayorxa de los - factores -con excepción -de aquellos asockados 

a la albúmina x&rica.-bovina- I Con esta medida--se ha l -ogrdo tener- 

repxwducibilidad- -de resultados T-f  acilidad 'para- la comparaci-án - 

de dstss-fJ3av-ister ,-1+84;- Eng ;r?g a, 1986) .- 
o 

La -técnica de FIV- se originó empleando modelos 

animales en particular criceto, ratón-gcone,ju; poster;iormente se 

hizo --% :ada@xm+5n--exitosa a gametos y embriones humarrOSI 

continuando- =as$ =su dess-rr-o3-&o, Desde la primera- demest-Prtción -de 

FIV-en -iriunanos-Ueuad.a-a--c-.6tbo-z-en 4 9 6 9 , - - - h a & a - q ~ e - A e g r ~  s l  

desarrollo -al --estadio -de blaet-ecisto,-- sólo -hubo -un08 --a5ps--de 

diferencia y hacia 1978 ocurrió el primer nacimiento de un niño 

produho-de FIV (Steptoe y-=Edwards, 1978). 

A partir de .:lo anterior se produjo un auge en el 

desarrdlo -y-aplicación clini-ea -de fe- FLV -en humanos, difeeente a 

tuvo.-an lento -desarrol lo (-fiedrick,-l986 1. 

Un gran probfem&-a€- que -se enf rente-eista -disparidad -'-en 



el desarrollo de dicha técnica es la difícil extrapolaci6n de 

datos entre - especies debido a la existencia de variaciones 

notables como ocurre en particularidades de fertilización y 

d e s a r r ~ f - t ~ ~ ~ m p r a n o - ~ - - ~ ~ ~ ~ ~  - &Zmp3t&:- ue -el - -  

embrión --de ratón no =requiere de -aminoácidos exógenos - para 

I 

I 

requerimiento es indispensable para el- desarrollo del blastocisto 

de conejo (Wolf,i9901. 

Un a-rsp-te =&rnp~&a-ez+ -:-&a:-- - - %d-rl._mb+rlda - __ . .  - -  

de maduraeibn- -de - o v o ~ ~ t i ~ q u e  ~erdr~--&r-tHA?u&&m=~+~e-pude -=er --- - 

v i ~ ~ _ ,  con o-sin ---un---tra--- m--produciT- la :--- . .  

hiperovulaclón y recuperar -los ovoci-txxv-madutas -en- fos --folfculas 

isi< &!&y+- __ antes -b-e ~FZF-FVIZ- 2 

donde - se recuperan ovocitos - -inmaduro= -3-oliculares que son 

sometidas ,-a condicicmes especí-ficas de incubaci-6n=-y--med-i;6s con 

hormonas- paz-a-+emsi=kia -que =akancen-ou mad-F;iate método--Ba 

present-edo--g-robl-emas muy 

algunos -mac i tm -no  fogran --unalaaduracih crtopi&smica -cmp3-e-t-g-- - 

para--permitir la descondensación :adecuada del mate** n u d e a r -  



de l  espermatozoide. Sin embargo tiene la ventaja de utilizar 

ovocitos provenientes da ovarios obtenidos en rastros (Iritani 

. & &, 1978; Kikuchi, 1991). 

En -cuanto a€- modelo de cerdo :parg-FIV~---ha si-do - usado 

princips-lmtt.-ípara - - - i m a t i g a o l 6 - ~ i - e e  .a-in-dxxmear-=-aún ;ta- 

eficiencia tal, .que permita su aplicación en forma intensiva 



MADURACION DE QAMETOS. * 

Para poder efectuar l a  f e r t i l i z a c i dn  exitosa entre 

un ouocito -g-urrespermatrnuide, - erri-mprescimdi&k--: q u e e t a s  - - 

cé lu las  l leven a cabo un proceso de -rad&ación;- --ado --e tal 

t ratará  por separado. 

MADURflCION -*DE OVOCITOS. 

En Las 24aemozr?asabilea. asrai&hrxls,--"h -d;i3vrsi6xcrndúkiza- - - - . 

se &ni&= 

detenimiento conocido como--dictioteno, --rliirnntP'1a..Prr>fase_L, - l a  

cual s e  alcanza prev ia  al  nacimiento, existiendo-por t an to -  -una 

dotacidn - d i  j a  - de -ovocitos -para toda &a- vida de- l a  hembra 

excepcidn &l __grupo de los  .lémur%s~-Thi~aul~,-~9~-7; ----X - - 

Rosa-les-;' -3990 ) .---- 

c 

Los -wix5ims-permaneeen-tn-d-icMer&F+m~h--pns . -tiene .- 

l uga r  ---i- desarralf - ~ 3 ~ ~ ~ & ~ ~ - ~  - - -%Lhi--l.ras.t;a- 

agotar sus cé lu l a s  germinales. Durante eslte :kiempo--hs -ovoe*tos 

madurtrn peul&-i-r+aree&e 

l a  --Metafase -11 volviénrfusexaptas -.para : - - s e r  f e r t i l i i a d o s  

( GwaUcT-; -1% 7-7-r;- - - 

-procese-+se Los -l+uará -de +a Prrifase -1 _a . 



nucleótidos ciclicos y productos del metabolismo como Ja 

fosfoinositidina. Estas interrelaciones pueden establecerse con 

otra -serie--& - f a c t o r e s - - a Ú n I i w  identificados-y actuar a diferentes 

de- iiiesa-llo osaüo -y2osales;-1991J'l:Zo . anteriar -es 

con ---el Sin 'de dotar a l  o~ocit:-o de mecanismos -que e 3ermatan- 

iniciar el bloqueo de la -polispermia, inducir-la descondensación 

e spemát. ic-a .y ; t o g ~ ~ a - - f - o r í ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  :ha-. - - . _  

El prncesa de maduracitín del oYocito debe- de -e-fecTüarse 

0 -  

de L a  reprogsamaci;6n--=del -citoesqueleto 7 - -proteí-nas. A nivel 

7 '  



crecimiento del ovocito pueden llegar a ser  relativamente 

independientes del desarrollo folicular x, encontrándose 
inclusive ovocitos con desarraJlo._-.completo_ en folículos 

pobremente desarrollados TMangi.a---T C-anipani , 1977; Aotiík-y-FuIka, 
1986 1. 

material citoplásmico, Los -ribosomas-increiaentan 8 veces su 
. -  __ númea-sug&s- - si-- s. -- Al -- 

final , de - éste - a l c a n z a - + a p z w x - i m d ~ -  -80 - pm --aunque -esto 

1 9 7 7-4 -. 

En-& estado dictiado del o v o d t o ,  es característica l a  

nombre -4e-e~ e m -  .=-+o 1 a~-.--A-&iv i-áiib n-.aei&tica-se rl etiezw 

nuevamente e n - -  metafase.;-U,--permaneciendo así  hasta que el 

ovncito_- - 2 s  fertSAid---o en su --- defeeto - - actkvado - 

parterrogenéiticieinenhx y l i e g a r  .-- te-- egwmdaf-d i-vh iba -- - - 



ce lu l a r  produciendo e l  segundo cuerpo po la r .  
9 

E l  f o l f cu lo  ovárico es  e l  microambiente donde e l  

ovocito madura, - así que - f a  inteirelaci-ón --que- siankiene -con 

l a s  cé lu l a s  ._ fol icularrss ea importante para -ia -ocurrencia del -  

fenómeno . Las c é l u l a s '  f o l i cu l a re s  y e l  ovocito mantienen- 

comunicación d i recta  a través de prolongaciones citoplasmáticas- 

de l a s  -- d l u l t $ s  - - f r > l I c ~ l - a ~ - _ 3 a z f s m ~ - ~  ~%rav-&esmi=brZP y e l  - 

pertvitefrmm, ~r#srob&;teger-:d.-- ~ i b p l ~ ~ - = d e J ~ ~ ~ t ~  -.a .-. - 
donde - -producen un s l n c i t i o  f-uncbnando -metabblicamente unidas . 

con----=l a v o c i b  d e n d e  dstt rf -medio-para---ei- paser-de -=nut-rhntes, - - 

iones - 8  informaciA6R a.5tmv6-8 -de eegundas_~ensa; l~a&i  &cunaal AMPc 

(Gwatk&r~~.  -1977; ,Downs, -199Q;. I ) ing- .y-goxcroft,  1 9 9 2 ) .  

Por medh - & d a s  -uniones comunicantes a s í  como por- 

mensajeer=Os:-químic~ :-cumLldos=--en -3 el --&iqUido - fo l icu lar ,  +as-' - _  

cé l-uhs:-& k k u 3 s x ~ ~ ~ - ? r 5 3  ereem-aana =-in-f f.t.euteie-inh i bita r i a e 1 

mantenimieneoA:del ovocito -en e3 estada-Ae dict iotena - (Tsaf iri y 

Chanritng.,-B 7 5a 1 -L 

en 



( P h i l l i p s  & al, . 1 9 9 0 ) ,  . 

1 9 8 9 ) .  

ha s ido ampliamente estudiado,. por l o  que se acepta actualmente 

acción de proteínas cinasas.  

b 



Los niveles elevados da AMPc en el ovocito, impiden la 

transición de la fase G2 a Mitosis, paso que es facilitado por 

induce.el rompimiento de -la vesíeula~@erminsrl, por-lo que se cree 

Eppig _ -  y colaboradores Ten 3983, -.probaron - .  diferentes 

trans+- 



nucleósidos que muestran efecto inhibitorio sobre l a  maduración 

del ovocito en presencia de AMPc, siendo las derivadas guanil las 

más potentes. Las pirimidinas presentes tienen poco efecto en la 

maduración (Downs, 1990). 

Otra función del líquido folicular, es durante la 

diferenciación de la capacidad esteroidogénica de las células 

foliculares. El líquido folicular es producido por células de la 

granulosa y en parte por transudado sérico. La lámina basal del 

folículo impide el paso de moléculas con peso de 80 KDa o más, 
, 

mientras aquellas con menos de 65 KDa entran libremente. Las que 

pesan de 65 a 80 KDa se encuentran en concentración inversamente 

proporcional a su tamaño (Chang & a, 1978). 

El proceso de maduración del ovocito ocurre con una 

marcada influencia hormonal. La LH modifica los niveles de AMPc 

del ovocito y células foliculares. En el ovocito -disminuye-sus 

concentraciones y en las células foliculares aumenta su 

producción (Younis g& al, 1989). 

Los efectos de la hormona folículo estimulante (FSH) 

sobre -células foliculares, incluyenzun. aumento- en--ltt ai-ntesis .o- 

actividad de la 3-beta-ol-deshidrogenasa y de la aromatasa de 

células de la granulosa, una activación del sistema de la 

adeni-fsto ciclasa -con incremento en la producción de AMPc y 

estimulación en la sintesis de receptores en células de la 

granulosa. (Greenwald y- Terranova, 1988) 

I 

! 

I 

I 

I 



En l a s  cerdas l a s  receptores a LH se incrementan qe I 

300 en f o l í cu l o s  pequeños a 1 0 , 0 0 0  en f o l i c u l o s  grandes 

(Chang g& a, 1978);-r 

además -.-.-de -::incrementar -3 a r o d u c d n  .de -progesterona y 



(Thibault, 1977), lo que indica que hay fallas en la maduración 

citoplasmática. Por lo anterior se ha tratado de mimetizar in 
vitro la influencia hormonal folicular en el período previo a la 

ovulación con las hormonas 17-13 Estradiol Y 17- 

hidroxiprogesterona. 

Se ha sugerido que durante el rompimiento de la 

vesícul-a germinal ocurre la l-i-beracr56n-de a l g h  factor nuclear o 

inducción de cambios citoplasmáticos necesarios para el 

desarrollo del pronúcleo masculino (Vanderhgden y Armstrong, 

1989 1. 

Este factor de crecimiento -del pronúcleo masculino se 

va desarrollando durante la maduración del ovocito. Las células 
L 

foliculares proveen señales para la formación de este -factor 

inf luenciadas a -su vez por -hormonas esteroides .- for at-ra parte el 
uso de medios condicionados y la adición de progesterona ayuda a 

mankener la integridad de las uniones comunican-ties de ovocitos y 

formacih -del --factor de crecimiento del pronÚcleo;-es a través 

del mantenimiento de dichas Imianes ADing Y Foxcroft, 1992 1. 

Es importante mencionar que :-urn gran -rrúmero--de -0mcitos 

nunca llegan a madurar vivo, debido al mecanismo folicular 

degenerativo conocido como atresia. En el caso de mamíferos, del 

77 al -99 % de l os  foliculos totales  sufrirán atresia, que 

sucede en cualquier etapa de crecimimto siendo más frecuente en 

los  - grandes foliculos antrales. En condiciones -naturales la 

atresia es un fenómeno patzhtino-x irreversible, que se 



caracteriza porque las células de la granulosa tienen núcleos 

picnóticos así como vacuolización del citoplasma del ovocito, 

disminución de las microvellosidades, condensación de la zona 

pelúcida y su retracción hacia las células de la granulosa, 

disminuyen los receptores a LH, aumentan de tamaño las 

mitocondrias y se produce daño a otros organelos (Rosado y 

Rosales, 1991 1. 

I 

I 

Cuando un ovocito es retirado de su ambiente folicular 

en un inicio del proceso atrésico, siendo transferido a un 

cultivo vitro; existe la posibilzdad de inhibición del proceso 

atcQsico ~ y recuperaci6n-del-proceso-ag maduración (Hay --et a L  - 
L 

1979). Desafortunadamente hasta ahora no se cuenta con algún 

marcador-bioquímico- Q endócrino -que indique cuáles folículos 

serán atrésicos, siendo quizá de gobierno exclusivamente 

intraov&rico (Rosado y Rosales, 1991). 

15 



MADURACION DE ESPERMATOZOIDES. 

El espermatozoide adquiere la habilidad para 

interactuar exitosamente con el ovocito durante su tránsito por 

el epididimo. Estos cambios morfológicos y fisicoquimicos se 

conocen como maduración. Los espermatozoides en el epidídimo 

proximal son poco móviles, no reconocen a la ZP y no llevan a 

cabo la reacción acrosomal, en contraste, los del epididimo 

distal son vigorosos, móviles, se unen bien y en gran número a la 

ZP y presentan reacción acrosomal al contacto con esa 

estructura (Cummins, 1990). 

L 

El análisis bioquímico de los fluidos recuperados 

en el lumen epididimario muestra una gran variación en 

polipéptidos dependiendo de la región, sugiriendo que el 

espermatozoide está sujeto a diferentes fluidos luminales a 

través de su tránsito por ese tracto, sufriendo remodelación 

molecular en su superficie, así como eq cargas de 'superficie, 

capacidad de unión a lectinas, distribución de moléculas 

intramembranales y composición de lipidos< (Cummins, 1990). 

c 

4 . -  ' 

Durante el proceso de maduración epididimaria 

ocurren modificaciones que , incluyen cambios de maduración 

verdadera, protectivos o estabilizantes y deteriorativos o de 

envejecimiento. Los primeros se requieren para la fertilización, 

los segundos le brindarán protección durante su transporte en 

los tractos reproductores masculino y femenino. Los terceros 

ocurren como resultado durante el paso por el epididimo o en un 



almacenamiento prolongado, por ejemplo, un aumento de puentes 

disulfuro en la cromatina nuclear o en la cola, que estabilizan I 

al espermatozoide pero que en exceso son indicativas de 

envejecimiento (Martin, 1990; Suzuki, 1990). 

A pesar de que varios cambios morfalógicos son 

obvios, su significado actual es dudoso. - b o  de _estos cambios j 

ocul%e-: -en -los lespermatozakd-eg-~€~~ segmentos- iniC;i-alesdel ixacto 

epididimario de rata que tienen un material floculento entre la 

membrana--plasmáL.ica y La mcsmbranan.r-rnnama1- berna+--elr.ual- 

desaparece en segmerrhrs-epidkdimari-os distales, COA lo que ambas 

membrenas-quedan más cercanas e incluso en algunos puntos llegan 

a tacarse. La presencia de este material previene-la reacción 

acrosoma-l en la cual- las membranas -se fusionan y vesicularixan en 

un proceso de exocitosis para ayudar a cruzar las Células que 

rodean -al -ovocito, llegar _a 61 y-fusionarse con el oolema 

L 

( sula- e l .  

Otro cambio impartrrntie , identificado - por -medio de 
técnicas-de criofractura, es el de distribución de molécuxas- -de 

la membrana -p~asmát;ica--periacrasam&l del =- espermatozoide. Dicho _. 

pate& -de distribución se encnenkx=a -relacimrado_can l a  sección - 

del --.epidídimo donde- se -haya &amada l a  muestra, - siendo además 

caractrr%s%i- -pars-cada-eepecie 6 - z  -Las-asl&uh -,+ntz=ametnkmies 

presentan tamaños que van-desde 6-hasta -11 nm, teniendo libertad 

2 

de movimiento en la membrana, por lo que en algunas porciones del 

epididimo--;-se .han sbsar;vaclo - esperma*ozdes - con grupos de 

moléculas- -membranales en un ordenamiento-hexaga2 4- cual puede- 



ser estabilizado por la presencia de un glicocalix (Suzuki, 

1990). 

La composición de lípidos de las células -esper&%iotrs- - - -  i 

cambia durante su paso por el epidídimo. La densidad de los 

esteroles, principalmente colesterol y desmosterol-se incremenb- 

en la membrana plasmática periacrosomal durante su tránsito por 

el epididimo considerándose que es un determinante esencial para 

la estabilidad y permeabilidad de la membrana, llegándose a 

sugerir con base en estudios bioquímicos, que la liberación de 

colesterol membranal posterior, es clave importante para la serie 

de eventos de capacitación que preceden a la reacción acrosomal. 

Las m&romoléculas que median el flujo de colesterol, están 

presentes en el tracto reproductor femenino. Se sugiere incluso 

que esta inestabilidad membranal facilita la exocitosis 

acrosomal (Suzuki, 1990). 

I 

Los fosfolipidos constituyen cerca del- 6Q-?-5--%=4- -?. 

lípidos totales en el espermatozoide, siendo importantes en 108 

procesos de modificación de fluidez de las membranas, propiedades 

fusogénicas, modulación de Ca+tATPasa y en el caso del ácido 

araquidónico como substrato en la generación de eicosanoicos 

(Roldán y Harrison, 1990). 

El espermatozoide abandona al testículo eon un 

determinado complemento de proteínas en su superficie que se 

modifica a través de su tráfico por los tractos reproductores - 

masculino y femenino y dado que el --espe~matozoide--no-tiene 



síntesis activa de proteínas, SU composición superficial no puede 

ser alterada por las vías usuales de nueva síntesis e inserción, 

por. lo que debe existir un recambio de proteínas con el medio 

(Roldan y Harrison, 1990). 

AlgÚnas moléculas que se encuentran en el tracto 

reproductor pueden actuar modificando al eomplemento proteico de 

superficie proporcionando una fuente de nuevas proteínas que 

se unan o puedan insertarse en la superficie del espermatozoide. 

Alternativamente pueden ocurrir modificaciones en proteínas 

existentes como resultado del contacto con los fluidos del tracto 

I 

I 

reprodyctor. Otra alternativa, - es  el almacenamiento interno de 

el espermatozoide pudiera transportar proteínas que 

posteriormente a su superficie. 

Saxena et al. en 1986, empleando anticuerpos 

monoclonales contra proteínas membranales del espermatozoide 

tanto eyaculados como de cola de-epidídimo, encontraron que una 

proteína denominada 5 ,  migraba. de-la -cabeza hacia,.el flagelo I. . - -  

durante la capacitación, efecto que revertfa si se agregaba 

líquido seminal o cuando se inhibia el metabolismo energético por 

azida. La citocalacina B, inhibidor de polimerización de actinas, 

también previno el movimiento de esta proteína. Los cambios 

detectados en la capacitación fueron dependientes del tiempo. 

Las proteínas mostraban una localización más uniforme en 

espermatozoides de la cola epididimaria que los de cabeza. 



Por otra parte conforme el espermatozoide 

va adquiriendo madurez en su tráfico por el epidídimo va 

modificándose su patrón de movimiento. En estudios realizados I 

I 

I 

1 

en carneros a través de chulas testiculares se pudo establecer - ..i 

que los espermatozoides de la "rete testis" tienen escaso I 

movimiento, sin embargo los espermatozoides eyaculados tiene un - 
I 

I 

patrón de movimiento muy activo. En forma adicional a lo I 
I 

anterior existe, un mecanismo de hiperactivación espermática, el 

cual ocurre en el tracto reproductor femeni-no, mecanismo que se I 
I 

puede reproducir vitro siendo el-cambio más - evidente, la 

amplitud de la onda del movimiento flagelar debido a la 

flexibilidad incrementada en la región media del espermatozoide 

(Ishijima, 1990). 
L 

Los espermatozoides tanto testiculares como de 

cabeza del epidídimo que fueron- sometidos a eliminación de la 

membrana plasmática y posteriormente reactivados con ATP, 

tuvieron movimientos similares --a los- - mo-strados por -los 

espermatozoides de la cola del -ididirno no tratados, aunque con 

menor frecuencia y amplitud. Con esto se comprueba que la 

capacidad de movimiento existe en ambos, aunque los 

espermatozoides inmaduros con-su membrana p l a s m á W -  intacta,--- 

poseen mecanismos que previenen la expresión de la actividad 

motil (Ishijima, 1990). 

-7 _---- - -  - -  

La frecuencia y forma del batimiento de la cola 

del espermatozoide se regulan independientemente. El AMPc tiene 

un papel muy importante para el inicio de la motilidad 

20 



espermática a dosis de 100 PM o más, incrementa la amplitud de 

movimientos de oleaje en espermatozoides reactivados de criceto, 

y aumenta la flexibilidad del flagelo en su pieza media, sin 

cambios en la frecuencia de batimiento (Ishijima, 199Oj. Se 

sugiere que el calcio y AMPc son capaces de regular el movimfento- 

de ondas de los espermatozoides de mamíferos e incluso que 

tienen un importante papel en la hiperactivación. La capacidad 

de movimiento flagelar activo es inherente a la competencia 

funcional, siendo necesaria para el tráfico exitoso por el 

- -_ tracto genital-femenino hasta el oolema (Olds, 1990). _- - 

Austin y Chang en 1951 reportaron que los 

espermatozoides de mamíferos son incapaces de fertilizar cuando 

sorreyaculados y que adquieren esa habilidad después de-estar-un 

tiempo en el aparato reproductor femenino. Al año siguiente 

_ _  AustM-derromi&--a -est-e -fenómeno "capacitación", que designaba el 

paso de un espermatozoide completo pero no funcional a un estado 

f - e r t i i i z m ~  acidad para penetrarc-la-Zf y-  f u&ema~~e  - -- - 

CI . - - 1 9 9 0 ) .  Es claro pn+-= - _que -L-_ . - ___ - 1. 43v- - -  

espermatozoide debe de adquirir dos funciones muy importanhs : 

la kiperactividad y llevar a cabo la reacción acrosomalc--- - -  

En ambos procesos el calcio juega un papel 

primordial. Todas las especies de mamíferos estudiados =quieren 

el calcio extracelular hacia el fin de la capacitación para poder 

---efectuar la reacción acrosomal y adquirir la --mutilidad 

hiperactiva. La modulación del flujo de calcio por-iri-Ca++ 

i _- - 
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ATPasa y/o Na++/Ca++ intercambiadoras, puede afectarse por la 

presencia de moléculas de la membrana plasmática, al momento de 

la eyaculación. Por ejemplo espermatozoides epididimarios de 

I 

I 

toro, rápidamente acumulan calcio, aientras q u e  los eyaculados no I 

lo hacen, sugiriendo que el contacto con-el plasma semina5 altera I 

esta función. Del plasma seminal de-bovi-no se aisló una proteína 

llamada caltrina que previene o retarda la acumulación de calcio 

extracelular del espermatozoide eyaculado. Se caracterizó como un 

polipéptido de 9,600-10,500 Da. Su punto isoeléctrico es de 8 . 3 ,  

lo que indica una composición de aminoácidosrica en residuos 

básicos y se presume que no contiene c-arbohidratos. Durante la 

capacitación, la pérdida de estas-mol6culas inhibidoras---puede 

permitir el aumento del calcio htracelular -hasta niveles 

críticos para efectuar la reacción acrosomal, -EsLos--fueron los - - - 

factores descapacitantes reconocidos por Chang con actividad 

reversible. Algunos derivan del plasina--aseminal y otras del plasma 

epididimario (Rufo, 1981; Roldán y Harrison, 1990). 

I 

0 

Por otra parte la interacción entre moléwlas 

efectoras asociadas con la ZP y otros elementos del complejo 

ovocito-células cúmulo y canales de calcio para promoción de la 

capacitación espermática, estimulan .pl-influjo de _-calcio al 

espermatozoide el cual puede disparar _la reacción acrosomal 

(Roldán y Harrison, 1990). 
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FERTILIZACION. 

I 

Cuando un ovocito y un espermatozoide interactúan con. _ _  I 

I éxito llevando a cabo la fertilización, sus núcleos respectivos 

se unen, aportanto cada uno la mitad del total de la dotación de 

cromosomas, iniciando as$ el desarrollo de un nuevo individuo. De 

no establecerse la interacción, las células moriran al cabo de 

unas pocas horas o a lo sumo pocos días, por ello e s  que los 

organismos coordinan sus actividades fisiológicas y de 

, 

* 

comportamiento a fin de asegurar -la proximidad de -sus -gam&oo --en --- 

el momento más oportuno para la fertilización (Epel, 1977). 

r 

El evento de la fertilización fué observado por primera 

vez bajo un microscopio por el zoólogo suizo Hermann Fol en 1877 

utilizando para ello gametos de estrella de mar y así aportó un 

conocimiento que ponía fin a siglos de especulación que al 

respecto se manejaba (Epel, 1977-4,- - 

El paso inicial para que ocurra la fertilización es el 

reconocimiento o unión del espemtoeoide-al- a v u d - b - m d b  

establecida entre la membrana plasmática acrosomal y la ZP es 

mediada por receptores especie específicos presentes en la ZP. En 

el ratón se ha caracterizado este receptor al cual se le denominó 

ZP3 con un peso molecular de 83 KDa; éste consta de una cadena 

de polipéptidos de 4 4  KDa de peso con puentes de asparagina, 

serina-treonina asf 'como cadenas de oligosacáridos unidos 

covalentemente, Cada ZP contiene aproximadamente un billón de 



copias de ZP3 que son sintetizadas junto con otras glicoproteínas 

de 200 KDa ( ZP l )  y de 120 KDa (ZP2) .  Las 3 glicoproteínas 

presentan un arreglo de malla teniendo ésta un tamaño de poro de 

aproximadamente 7 pm y dispuesta alrededor del ovocito 

IWassarman, 1987). Cada espermatozoide se une a decenas de miles 

de copias de z P 3  por el margen exterior a la Z P , ’  siendo las 

moléculas de unión los oligosacáridos de la ZP3 de 3 . 5  KDa. Por 

otro lado ZP1 y ZP2 también tienen cadenas de oligosacáridos pero 

l o s  espermatozoides no-se-unen a ellos (Huang y Yanagimachi, 

1982; Wassarman, 1987). 

- - A l  principio; la unión es débil y no específica pero 

posteriormente es más estable, fuerte y específica. Es importante 

la orientación mutua que adquieren los gametos durante esta unión 

pues de aquí deriva si continúa o no la interacción entre ellos 

(Epel, 1977; Naito et al, 1992). 

L 

- -- . -  --T)ol-otro--hdo, -Todeando la cabeza del espermatozoide -y 

asociadas a la membrana plasmática existen diferentes proteinas 

-cuya función es la de unirse a la ZP tales como lectinas, - 

- -glicosiltransferasas, proteinasas y glicosidasas. Es probable que 

-ía= galactosiltransferasa -Feconozca y se una a residuos 

especkficos de--N-acetilglucosamina de la ZP3 formando de un 

complejo enzima-substrato en el cual ZP3 sirve- como substrato. 

Les--espermatozoides- unidos Llevan a cabo la reacción acrosomal 

como preparación a su penetración a través de la ZP y fusión con 

la membrana plasmática del ovocito (Wassarman, 1987). 
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Debido a que el espermatozoide completa la reacción 

acrosomal después de la unión con la ZP, los mismos componentes 

de la ZP deben inducir la reacción. Dicha función parece residir 

en ZP3 en la cadena de polipéptidos, de forma que el 
I 

espermatozoide se une inicialmente a la ZP por los oligosacáridos 

y glicopéptidos y posteriormente se induce la reacción acrosomal 

por los polipéptidos (Huanq y Yanagimachi, 1982; Wassarman, 

1987). I 

El acrosoma es un organelo lisosomal que aparece 

durante la transformación de espermátidas a-espermatoeoides como 

producto del complejo de Golgi, contiene eneimas como 

proteinasas, glicosidasas, fosfatasas, arilsulfatasas y 
0 

fosfolipasas, siendo componentes de la membrana acrosomal 

interna. Con la reacción acrosomal se induce la fusión y 

vesicularización de la membrana plasmática con la membrana 

. \  acrosomal externa, liberación del contenido del acrosoma y 

exposición de la membrana acrosomal n+ternaG----Bsta- reacción - se---- 

caracteriza por un influjo --de sodio y calcio y efluje -de 

hidrógeno a través de la membrana plasmática que rodea la cabeza 

del espermatozoide, posteriormente actúa una-bomba de adenosín-ó- .- 

trifosfato dependiente de hidrógeno lo que permite un-incremento - - - 

en el pH intracelular. Existe un importante requerimiento de 

calcio así como -de laproteína que lo une, la calmodulina, 

presente en l a  región de la cabeza del espermatozoide entre la 

membrana plasmática y la membrana aerosomal externa {W-rtssarman, 

1987). 



Después de la reacción acrosomal, el espermatozoide 

puede penetrar la ZP a través de una proteólisis limitada por 

acción de la acrosina, la cual es producida por proteólisis 

--especfficrr - de- una proenzima inactivada llamada proacrosina, 

que puede estar íntimamente relacionada con la membrana acrosomal 

interna. El espermatozoide cruza la ZP a una velocidad de 1 pm 

- - por minute- haciendo una pequeña perforación del grosor 

equivalente -==I- diámetro de la cabeza del espermatozoide 

(Wassarman, 1987). 

Ya -en el espacio perivitelino el espermatozoide hace 

- contactp con - e l  ovucito, al cual se adhiere y se*fusiona para 

fertilizarlo (Wassarman, 1987; Yanagimachi, 1988). La membrana 

plasmática de la región posterior de la cabeza, en el segmento 

ecuatorial--- es la-que-se--fusi*na- con la membrana plasmática del 

ovocito. Aparentemente después de la reacción acrosomal, la 

--membraeg-glasm&kka--que ---perumnece asociada a la cabeza del 

espermatozoide, mfre  - - C 9 m b i m n u e  le permitirán fusionarse con 

-- -6tras-u --4Wassarman, 1987; Yanagimachi, 1988> 

----Se ha -prupuesto-que-para---f-oBrar la fusión, es necesaria 

la deshidratación localizada en el sitio de contacto de 

membranas, así como el establecimiento de interacciones 

hidrofóbicas. Posteriormente los microvilli se elongan y 

enclaustran la cabeza del espermatozoide, luego se acortan e 

internalizan al espermatozoide en el citoplasma del ovocito. Dado 

--que la motilfdacf-del fla- del espermatozoide cesa al momento 

- -  

_- - _- 



de la fusión, la fuerza para internalización del espermatozoide 

fusionado proviene de una región del citoplasma cerca de la 1 

membrana plasmática de 2 um de grosori llamada corteza del I 

ovocito, - donde se ha reportacfo--la existencia de las proteínas- 
I 

1 
con t rác t i 1 es 

1988 1. 

Los 

orientados a 

ovocito, pues 

actina y miosina -- (Wassa-,-1987; Yanaginachi, I 

cambios que ocurren-- - continuacih, - e sun  - 

evitar la penetración de más espermatosoides- al 

conduciría a la letal cond-ición de la polispermia. 

Se han reportado cambios a-sálo u- es-$espués de ocurrida 

la fertilización que incluyen mo<).i-ficaciones-a-el potencial de 

membrana del ovocito, y posteriormente se presenta la reacción 
L 

cortical- y reacción de zona (WasSaraan,- 1989, Hatanaka & a, 
1992; Naito a, 1992). 

Los gránulos corticales- -=que aparecen - -.durante- - el 

crecimiento- del- ovoci%o--c-omo-prd-ad+es=de - &-complejo- de -Gdgit-. 

están ubicados en la regiórtdde-4-a- caPkss=de3 ovocito. Durante-$a = -  

reacción cortical ocurre una fusión entre la membrana plasmática 

del ovocito y la de l-os-g-r-bnuios corticales. Dicha fusión se 

propaga -como-una onda colseneando en d.--punto de unión de la dos 

gametos y continuando hacia la periferia del ovocito. 

Aparentemente la liberación de calcio de las reservas 

citoplásmieas es responsablde la propagacAón de la anda. Con 

esto también ocurre un incremento en el área de superficie del 

ovocito, caracterizado primeramente por elongaci6n de los miles 

de microvilli y tal vez una reordenación de la membrana 



plasmática (Wassarman, 1987; Yanagimachi, 1988). 

I 

Las enzimas hidrolfticas de los gránulos, tales como I 

proteinasas y peroxidasss, atraviesan los poros de la ZP 

modificando su constitución, esto es, induciendo la reacción de 

zona, que se manifiesta por endurecimiento-de la ZP e 

inactivación de los sitios receptores a espermatozoides lo que 

detiene el paso de aquellos que estén cruzando la ZP en ese 

momento, todo ello para evitar aún más la posibilidad de 

polispermia y proveer una capa protectora para el cigoto y 

embrión temprano (Wassarman, 1987; Yanagimachi, 1-988, Hatanaka.& 

Antes de ser fecundado, el ovocito se encuentra en -un - 

estado en el que su metabolismo está detenido, la-respiración, 

transporte y síntesis de protefnas y ARN están considerablemente 

reducidos, no habiendo en absoluto síntesis de .ADN. Con &a 

fertilización se produce acti-uaeión-general del aetabolisnte, 

dando comienzo al desarrollo embrionario. A s í  la función del 

espermatozoide se limita a penepen marcha un programa genéti=--=- 

previamente establecido en el ovocito (Epel, 1977). 

. _ _  



JUSTIFICACION. 

El montaje de técnicas de vanguardia- en biología de la 

reproducción como la fertilización in vitro, abre una serie de 

- posibilidades de estudio, caso concreto el que de aquí derivará 

-&&erm-Fminar--deI---sfecto -de l o s  -anticuerpos anti-zona pelúcida 

sobre la fertilkzación ia vitro de ovocitos de cerdo, a s í  como 
futuros estudios del proceso mismo de la fertilización, 

-- - - - & w p k l & d & G - & - - & W Z T a  * nes-y-PeproeucGión asistida. 

c 
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OBJETIVOS. 

GENERAL : 

Montaje de la -técnica de Fer_tiljLeacihn &-vitro de 

ovocitos de cerdo madurados ~ - v i t r o .  1 

ESPECIFICOS: 

Control de variables como pH, osmolaridad, 

L suplementación de medios con hormona foliculo 

estimulante, luteinizante y estradiol, albúmina 

sérica bovina, piruvato de sodio, glucosa, 

gentamicina, tiempo y condiciónes de incubación, 

transporte y manejo de gametos. 

Obtención--de - e - s p e r a e i d e s  - t a ~ t n n  

para la fertilización. 

Lograr el desarrollo inicial del CigOtO hasta el 

estadio de 4-8 células. 



MATERIAL Y METODOS. 

Se emplearon las técnicas descritas por Bavister y 

Yanagimachi-,-l977+--Bav4ster & al 1983 y Parrish et al 1985 con 

algunas modificaciones . 

.MADURACION DE OVOCITOS. 

Los ovarios fueron colectados en el Rastro Frigorífico 

y Empacadora- "ABC" ubicada en Los Reyes La Paz, Estado de 

México-. Se seleccionaron aquellos de aspecto saludable y que 

tuviera-- fol.€culo-s- de entre 3 y 6 -mm.ie dihetro, se 

transpoftaron al laboratorio en un tiempo no mayor de 2 horas 

en un termo con solución salina ( 0 . 1 5 7  M NaC1) a 3 5  'C. Una vez 

en -el & a b e W P i o ,  se lavaron dos veces con- solución salina, 

c 

aarrtedéndose -en esterilidad. 

La obtención de los ovocitos se llevó a cabo en la 

campana de flujo laminar horizontal marca VECO y consistió en 

puncionar los folículos con una jeringa hipodérmica plástica de 

1 0  ail  - w n  aguja calibre 21 (Becton Dickinson) para aspirar el 

liquido folicular y el complejo ovocito-células cúmulo (OCC). 

Esta suspensión se colocó en tubos de centrífuga de 

policarbonato de 12 ml. Se dejó en reposo por 15 min a fin de 

permitir la sedimentación del OCC así como fragmentos de pared 

folicular. Posteriormente con sumo cuidado, se introdujo una 

pipeta Pasteur hasta el fondo del tubo y se aspiró 
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aproximadamente 1 m l  del  contenido, e l  cual se depositó 

lentamente en  una ca j a  Pe t r i  de v i d r i o  de 5 c m  de diámet-ro para 

- tapi-asnta==___ 

I 

Se I ,-Ocitoa-gtte --pas&- 

I co lo r  -.café, uniforme y -r-deades de uh a a a s a  considerable de 

I célu2-as-cúmu'fa. Una vez idtñtif icados- y-con- ayuda de una I 

CAPACITACION DE ESPERMATOZOIDES. 

E l  -semen=-e obtuvo de verracos con f e r€ i i i dad  _probada 

s i edo 2gna  -0naci6n-de la G r a n j ~ x p ~ r i a i e n t a ~ - P o r c i ~  -&e 3ta- -VNAMT 



ubicada en Zapotit lán, Tlikhuac, D . F .  

I 
E l  semen -se obtuvo &-por la técnica - --conoe-ida = como y -  I 

I 

de mano enguantada. Se colectó ' en  un termo a l  cual se l e  

colocaron gasas para f iltrrrr -el semeiry-que -no -permarrP=ciera - en 

< 

I 

se llevb al- laboratorio .ck l a  propia g-ranja -para--su. evaluación y I 

cuantif icación. De aquí se tom& t 

I 

1 

I 
1 

10 -1,---la cual -e --z-ecidxcbyrll - --un -&ub~~-deGi%entrí  €ugh-- de 1 
. p- 

pol i-cartrvnato .de -12 sil y:se-.g\rrnrd5rtxm--un- termo=- ~r. 

a l  lsborator-iv-en un tiempo -=zza=aiayQTT-B--una hora. 

se -CO~OGBF~R- -  -la incúbadora durante 2 horas - -para .-que-- ae . 
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veces en gotas con 50  p l  de medio de f e r t i l i z a c i ón  TALP 

suplementado con 0 . 2 5  mM de piruvato de sodio,  6 mg/ml de 

albúmina - d s h  . bovina Jabre-deAzidas ~ffl'apas-a- -5Q --pg/d -,-de - 

gentainicina, ajustando todo el medio a. 280-300 -mOsm/Kg. ..(ver 

apénditef - 

Los - l a v & s + m v - ~  -aA?im---de Fetirar;& m á x k  

posib le  de cé lu las  -cúmulo. Posteriosmente s e  colocaron l o s  

ovocitos en una _ c a j a  -de 4 -poaos--cm gotas -de --5O 31- de TALP= 

incubaron nuevaisnte---s-iendo -=examinados- a las 2 4 ,  '48 y 72 horas - -  

La tineidn =-cons.isu&-en o o l o c a ~ . - = f o r , ~ e i t o ~ ~ . - ~ u n - - -  

portao-bjetos, se eliminú -e1 excedente del fijaaar por evaporación- 

o con -papeAcante .= - -y  .se SUSO una-$ota-de==-.-.amlorante -.( orceína 

a c é u  c a - 9 1 1  .% 1 T & I A E ~ ~ ~ E L I Q  .-BLinaf-an. -5e r.nln6d .e& IziItmxi&#etoa 3 
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eliminó el exceso de colorante por l o s  bordes con papel secante. 

Por Último se selló el cubreobJetos con barniz y observó al 

microscopio óptico. 

I 

I Los ovocitos que presentaron dos pronúcleos se 

consideraron como fertflizados. -Los ovocitos que permanecieron en 

incuba& por periadas de 48 o 72 horas, se examinaron con 

microscopio de contraste- de fases siendo el criterio de 

ferti3iaación ;positivo -el encentrar embriones -de 2 a 3 células+- - -  

I 

L 

35 - 



RESULTADOS. 

- Se realizaron un total de 26 experimentos 

completos es decir desde obtención y maduración de ovocitos (Fig. 

- 1 -  y 2) hasta fertilización (Fig. 3 y 4). Sólo se reportan 

resultados de 15 experimentos debido a que en los otros 11 no 

fué - posii-h-técnica principalmente por problemas de 

contaminación o por no contar con resultados consistentes. 

-43n la tabla 1 se muestran resultados de 8 

- _  experi&entos -eon embriones obt-enidos por F I V  a 48-72 horas 

después da- la inseminación según-c?L número de. blastómeros 

- contados. De un total de 204 ovocitos cultivados se obtuvieron 

80- embrione8-(3&2%) de los cuales 62 (77.5%) eran de 2 células 

- - (Fig. 4), 9 (11.25%) de 4 y 9 (11.25%) de 8. 

La eficiencia en obtención de embriones en 

- 
-I_ relación a h s  ovocitos cultivados $u6 -deade 10.3% (3/29) hasta 

80% (20/25). En 5 de estos experimentos (62.5%) se obtuvieron 

- -  exclusivamente embriones de 2 células y en l o s  otros 3 (37.5%) de 

4 y 8 células. 

desarrollo 

inseminados 

c romosomas 

- E n  -la tabla 2 se muestra el estadio de 

alcanzado por ovocitos a 24 horas de haber sido 

evaluado por tinción de acetorceína y presencia de 

en metafase o de pronúcleos, lo que permitió tener 
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resultados gn menor tiempo. Se realizaron un total de 7 

experimentos en 108 cuales se cultivaron 144 ovocitos y se 

consideraron como mcduros (metafase) 71 (49.3%) e inmaduros 73 

( 50.7%). 

- .  _ .  -La eficiencia de maduración va desde 35.0% (7/20) 

hasta el 80% (12/15). De 71 ovocitos que maduraron 40 fueron 

fertilizados (56.3%). La eficiencia desfertilización fué desde 

18.2% (2/11) hasta 84.6% (11/13). 

Se tuvo un promedio de 5 % de ovocitos 

partenogenéticos. 
0 

Cabe hacer mención que a pesar de que se 

-manejaban un promedio de 10 ovocitos por microgota es evidente 

que no se presentan resultados de un total de 40 ovocitos por 

caja-de dtivo-, debido .a que sólo eran utilizados los que 

presentaban expansión de sus células cúmulo al final de -la 

- maduración (Fig. 2) y por otra parte algunos se perdían en los 

---lavados, la fijación o la tinción. 
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TABLA 1. EMBRIONES OBTENIDOS POR FIV A 48-72 hs 

POSTINSEMINACION SEGUN NUMERO-DE BLASTOMEROS. 

29 1 1 1 3 ( 1 0 . 3 )  

29 2 4 6 (20.6) 

37 4 4 ( 1 0 . 8 )  

31 9 9 (29.0) 

12 8 8 (66.6) 

25 8 8 4 20 ( 8 0 . 0 )  

16 12 12 (75.0) 

25 18 18 (72.0) 



.. 

TABLA 2. OVOCITOS A 24 hs POSTINSEMINACION 

SEGUN ESTADIO DE DESARROLLO. 

L. 19 7 (36.8) 12 (63.2) 3 (48.8) 

7 (35.0) 13 (65.0) 2 (28.5) 20 

26 12 (46.1) 14 (53.8) 6 (50.0) 

22 11 (50.0). 11 (50.0) 2 (18.2) 

15 12 (80.0) 3 (20.0) 9 (75.0) 

19 9 (47.3) 10 (52.7) 7 (77.7) 

* También l os  quc-fueron fertilizados se .consfa-eran dentro de 

** Porcentaje en relación a los madurados. los maduros. 



FIG. 1 .  OVOCITO RECIEN OBTENIDO CON ABUNDANTES 

CELULAS CUMULO. 

FIG. 2. OVOCITO CON CELULAS CUMULO EXPANDIDAS DESPUES DE 

48 HORAS DE INCUBACION. 

n n  



FIG. 3. OVOCITO MADURADO MOSTRANDO su PRONUCLEO TEÑIDO 
CON ACETORCEINA. 

FIG. 4. EMBRIONES DE 2 CELULAS A 48 HORAS POSTINSEMINACION. 

.- 
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DISCUSION. 

El trabajar un modelo con una especie animal de abasto, 

como lo es el cerdo, resulta especialmente ventajoso ya que 

existen lugares específicos para su sacrificio y procesamiento, 

en donde se pueden obtener los ovarios que se emplearán en la 

técnica de F I V .  De manera adicional la incidencia de hembras con 

respecto a otras hembras domésticas de abasto en dichos lugares 

es elevada (50 % ) ,  las cuales por ser poliéstricas continuas de 

ovulación múltiple proporcionan una adecuada cantidad y calidad 

de foliculos deseables (12-20/ hembra). La obtención de ovocitos 

a partir de esta vía es comun en la actualidad entre los 

diferentes investigadores de esta temática (Cheng & d, 1986; 

Eng al, 1986; Yoshida, 1987; Mattioli al, 1988a; Yoshida 

& &,1989). 

c 

Para reducir la posibilidad de Contaminación en los 

cultivos es deseable que los-ovarios se obtengan in situ una vez 

abierta la canal dentro de la línea de matanza. Los ovarios se 

recibieron en buenas condiciones en el laboratorio, bastando como 

medio de transporte una solución salina misma que llegaba a 

37' C. Mattioli &d (1988a) 

una solución salina fosfatada 

sérica bovina (BSA) 0 . 4 % ,  

glucosa 5.5 mM y kanamicina 

1988 reportaron el uso de una 

reportaron como medio de transporte 

Dulbecco suplementada con albúmina 

Piruvato de sodio (PIR) 0.36 mM, 

70 rig/ ml a 20 '  C .  Naito et en 

solución salina isotónica a 37' C. 

Nagai & en 1988, con el mismo tipo de solución pero a 35' C 

lo mismo que Yoshida en 1989. Cabe hacer mención que no 
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hubo necesidad en el desarr'allo de esta tesis del uso de 

antibióticos en la solución salina de transporte ya que con un 

adecuado lavado del material biológico en el laboratorio se 

reduce la incidencia de contaminación en cultivo. Por otra parte 

los diferentes autores consultados coinciden en procesar los 

ovarios dentro de un plazo de 2 hrs desde que fueron obtenidos, 

lo que en este trabajo dió buenos resultados. 
1 

I 

En cuanto a la maduración de los ovocitos vitro la 

suplementación del medio resulta ser determinante, - -teniendo loss . -_. 

mejores resultados en este trabajo al usar 2 U1 de hormona 

fo1ícuJ.o estimulante ( F S H ) ,  2 U1 de hormona luts-inizante-CLH), 1 

iig de 17B-Estradiol, glucosa 5.5 mM, PIR 0.25 mM y gentamicina 

50 pig/ml. Yoshida &. en 1989 reportaron buenos resultados al 
I 

emplear el medio 199  con sales Earle y 10% de suero fetal de 

ternera (SFTP suplementado con 10 U1 de gonadotropina sérica de 

yegua-- preñada ( PMSG) ,  10 U1 de gonadotropina coriónica humana 

( hCG ) ,  1 pig/ml de 17B-Estradiol, PIR 1 mM,glucosa 3 mM, lactato 

_ _  

__ de calcio 9 mg/ ml y sulfato de dibekacina 1OOJngLml. En -ese- 
- 
trabajo, Yoshida et analizaron el efecto de la-suglemen-taeMn 

de hormonas en forma aislada o combinadas en un período de 24 a 

48 'hrs sobre la maduración de los ovocitos y el grado de - _  

expansión de las células cúmulos (CC). No encontraron diferencia 

significativa entre el total de ovocitos que llegaron a metafase 

I1 (MII) a 36,42 Ó 48 hrs. La obtención de MI1 que lograron fué 

adecuada con la adición de PMSG o hCG con o sin 17B-Estradiol. En 

cuanto a la expansión de las CC tuvieron el mejor resultada - - 



cuando incluyeron PMSG con o sin hCG o 17B-Estradiol a 36  hrs de 

cultivo. La MI1 también se presentó en ovocitos en una alta 

proporción ( 4 5 % )  sin adición de hormona alguna, aunque hacen 

mención que esta maduración nuclear no garantiza la maduración 

citoplasmática para un buen desarrollo del proceso de la 

fertilización. Los mismos autores reportaron un efecto negativo 

del SFT para la expansión de las CC, mediado por la retención del 

ácido hialurónico dentro de la masa de las CC retardando la 

expansión. Cabe mencionar que estos investigadores resaltan la- . 

importancia de la relación morfológica y funcional entre la 

expansión de las CC y la maduración del ovocito vivo tal y 

como se ha descrito que ocurre para diferentes especies de 
e 

mamíferos entreellas el cerdo. -Sin -embargo a-pesar que ovocitos 

que cultivaron sin la estimulación hormonal llegaron al estadio 

de MI1 no encontraron en ellos expansiÓn--alguna de las CC. Como 

conclusión de su investigación señalan que la máxima expansión 

obtenida, ocurrió bajo la estimulación con PMSG a 36 hrs de 

cultivo (81%), cuando se adicionó-hCG se tuvo el 77% y con hCG y 

17B-Estradiol el 78%. En el presente trabajo de tesis se 

obtuvieron el 90% de ovocitos con expansión de CC lo que se 

consideró adecuado para el tratamiento hormonal establecido. 

Por otra parte Mattioli & al (1988b1, usaron también 

el medio 199 con 10% de SFT suplementado con 2.5-5 pg/ml de LH 

ovina, 1.5-5 pg/ml de FSH porcina y 20 ng/ml de prolactina 

porcina. En su sistema de maduración utilizaron el cocultivo del 

ovocito rodeado por sus CC con células somáticas del folfculo y 

destacan que es necesaria la participación de las células 



foliculares para una correcta maduración del ovocito, mediada 

ésta a través de la modulación de la interacción entre el 

ovocito y sus CC reportando inclusive la participación de un 

"factor de dispersión de CC" elaborado por las células 

foliculares. En relación a esto se ha formulado la hipotesis de 

que los gránulos corticales migran al oolema tan pronto como las 

uniones en hendidura entre CC y ovocito desaparecen. 

En otro estudio de maduración de ovocitos de cerdo, 

Mattioli et & (1988a), investigaron la influencia de la 

participación de las células foliculares a dos niveles de la 

fertil.izaci6n: la penetración y la formación del proniicleo 

masculino (PMm). Encontraron una elevada incidencia de 

polispermia sobre todo en los ovocitos que mantuvieron en 

cocultivo, con células de pared folicular lo que explicaron no 

por fallas en el proceso de la maduración sino por una elevada 

concentración -de espermatozoides al inseminar ( 5  x i05/ml) sin 

embargo considerando que se adicionó la misma concentración de 

espermatozoides para ovocitos con CG y ks--cocai~&ivad.os,- falta 

por esclarecer la razón de- que-3osstgundos t-vieran la mayor 

incidencia de polispermia. Dada fa- ma- cantidad de 

espermatozoides presentada- --en--&- oaplasma-de-los ovocitoo en - 

cocultivo, parece que la influencia de las células foliculares es 

a nivel del oolema por incremento en la unión de espermatozoides 

y la habilidad para fusionarlos con él. 

En ese mismo trabajo de Mattioli & A, la formación 

del PNm en los ovocitos con CC fué apenas del 2%, los núcleos'de 



espermatozoides descondensados del 6% y los no descondensados del 

92%. Por su parte los ovocitos en cocultivo tuvieron 62%, 20% y 

18% respectivamente concluyendo los autores que la participación 

de las células foliculares es determinante para crear un ambiente 

hormonal equilibrado lo que demostraron al cultivar ovocitos con 

CC en medio condicionado previamente por células foliculares lo 

que incrementó la formación del PNm del 2% hasta el 45% y la 

penetración del 54% al 84%. 

La técnica desarrollada en el presente trabajo de tesis 

contempla la participación de las células foliculares, debido a 

que es,muy dificil eliminarlas totalmente del cultivo por lo que 

los fragmentos de pared folicular que permanecieron puedieron 

ejercer un efecto favorable en el proceso de la maduración, 

penetración y formación del PNm. 

Naito en 1988, mencionaron que la inclusión del 

liquido folicular porcino (LFP) al medio de maduración es 

importante por contener factores determinantes para una correcta 

maduración citoplasmática. El nivel de inclusión del LFP fub 

desde 5% hasta 50% v/v suplementando con 0.12 U1 de FSH y/o 10 

U1 de hCG. Por otra parte encontraron que la inclusión del SFT a 

niveles superiores del 5% no contribuye a la formación del PNm 

siendo preferible la utilización del LFP. A pesar de ello en la 

presente tesis se obtuvieron buenos resultados al incluir 10% de 

SFT en el medio de maduración y prescindir del uso del LFP. 



En cuanto a la temperatura y tiempo para maduración de 

los ovocitos de cerdo, Nagai en 1989, reportaron como 

satisfactorio de 28 a 29 hrs a 37' C, Naito & en 1989 dieron 

un periodo de 48 hrs a 3 7 '  C, Mattioli (1988b)'utilizaron 

de 4 4  a 46 hrs a 39' C ,  Kikuchi & en 1991 46 hrs a 39' C, 

finalmente Yoshida & en 1990 de 24 a 48 hrs a 38.5' C. En el 

presente trabajo se incubaron 48 hrs a 37' C al final de las 

cuales los ovocitos mostraron expansión de las CC, citoplasma 

uniforme de color café claro y sin retracción, caracteristicos de 

una adecuada maduración. 

El tratamiento que debe darse al semen de cerdo para la 
c 

F I V  varia considerablemente entre los investigadores. Cheng & 

en 1986 incubaron (capacitaron) a 37 '  C durante 4 hrs sin 

mencionar alguna otra especificación excepto que el medio tenia 

un pH de 7.8. Hamano en 1989, indicaron que la 

concentración de espermatozoides en capacitacibn es fundamental 

para adquirir la habilidad fertilizante, sugiriendo como adecuado 

40 lavados x l o 8  espermatozoides/ml para lo cuaL les hicieron 3 

con TYH suplementado con 3SA =4-3$j--cent;rifugaron 500 g/10 mh,. - _ _  

Incubaron a 37 '  C por 4 hrs. Al adicionarles taurina e 

hipotaurina desde 0.1 mM hasta 10 mM no se increment6 la 

motilidad ni la capacidad fertilizante vitro. Reportaron 

además que una baja concentración de espermatozoides en 

capacitación de 2 . 5  x lo8 /ml afectó sensiblemente su eficiencia 

en fertilización por lo que argumentaron que la adquisición del 

"factor capacitante" que induce la hipermotilidad y reacción 

acrosomal se adquiere preferencialmente en incubación con 



elevadas concentraciones de espermatozoides. Cuando incubaron 

espermatozoides en baja concentración en medio condicionado por 

altas concentraciones de espermatoioides, éstos fueron capaces 

de adquirir la habilidad fertilizante puesto que el "factor 

capacitante" permenecía en el medio. 

Nagai a ah en 1984, lavaron 5 ml de semen completo 3 

veces por centrifugación a 400 g, resuspendieron en TYH con BSA 

1% e incubaron 4 hrs  a 3 7 '  C a concentraciones desde 0.8 hasta 

16 x 108/ml obteniendo una buena capacitación. 

Yoshida en 1987 diluyó el semen en un volumen igual de 

soluci6n salina isotónica adicionada de BSA 1% y centrifugó a 50 

g/3 min, lavó el sobrenadante 2 veces por centrifugación a 550 

g/5 min e incubó a 2 x 108/m1 4 hrs a 37' C con resultados 

favorables. 

Mattioli et g& en 1988, procesaron el semen completo 

en un diluyente con 1 x 107/ml e incubaron-a 1 6 '  C por 24 hrs al 

cabo de las cuales lavaron dos veces con solución salina 

isotónica suplemenatada con BSA 0.1% #-?A y- cemtz+&tgaa a - --- 

1000 g/3 min. 

En el presente trabajo se colocó el semen completo en 

la caja de cultivo con medio de capacitación suplementado con PIR 

1 mM, BSA 6% y gentamicina 50 yg/ml a una concentración d e l 6  x 

10 espermatozoides/ml y se incubó 4 hrs a 37' C al cabo de las 

cuales se manifestó la hipermotilidad con movimientos 

rectilíneos, vigorosos y progresivos .l~_~ptl(~-se consider6 cogq la 

6 
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adquisición de la "habilidad fertilizante" a pesar de la reducida 

concentración espermática en comparación a los autores 

anteriormente mencionados. Para inseminar se utilizaron los 

espermatozoides que nadaban cerca de la superficie del medio 

como en la técnica de "swim up" (Lopata, 1976). 

Se inseminó con 5 x 104 espermatozoides/microgota de 

50 pl lo que representó una concentracion de 1 x 106/ml y una 

relación de 5 x lovovocito lo que resultó similar a lo reportado 

por Naito & al en 1989 que inseminaron con 5 x lo5 /mi en 

microgotas de 100 pl con 10 ovocitos correspondiendo 5 x 104/100 

pl y una relación de 5 x 103/ovocito. 
0 

Yoshida en 1987 utilizó microgotas de 200 u1 a las que 

inseminó con 4 x 10 Sespermatozoides, teniendo una relación de 

2.5 a 4 x 104/ovocito. Mattioli g& (1988a) usaron pozos de 2 

ml con 10-15 ovocitos los que inseminaron con 5 x 105/ml en una 

relación de 6.6 x 10 a 1 x 10 /ovocito. 
4 5 

A pesar de que las condiciones de cultivo fueron 

diferentes entre los autores consultados, es notoria 

proporción de espermatozoides por ovocito a la que se 

el presente trabajo con excepción de Naito & al en 

quien se coincidió. 

Los resultados obtenidos en la presente 

consideran satisfactorios ya que se pudieron obtener 

la mayor 

utilizó en 

1989 con 

tesis se 

embriones 

de 2, 4 y hasta de 8 células con una eficiencia promedio en la 



obtención de embriones de 39 % (desde 10.3% hasta 80%) en 48 a 72 

hs postinseminación, destacando la ausencia de polispermia. 

Cheng g& al en 1986 reiteraron la importancia de que 

los ovocitos sean fertilizados en forma monoespermática pues así 

tienen mayores probabilidades de continuar su desarrollo lo que 

demostraron cultivandolos en medio BMOC-2 y alcanzando el estadio 

de 2-4 células en 40 hrs y que al ser transferidos generaron 

preñez en el 40% de los casos, con un promedio de 3.5 lechones 

al nacimiento por hembra. Tuvieron además una eficiencia en 

fertilización de 56.3% . Mattioli & (1988a) reportaron una 

eficiepcia de 56-83% aunque obtuvieron una elevada incidencia de 

polispermia (45-78%) con un promedio de 1.47 a 3.86 

espermatozoides penetrados/ovocito. 

, 

Hamano & en 1989 obtuvieron el 70-80% de 

fertilización con 45-60% de polispermia. Yoshida en 1987 trabajó 

con ovocitos madurados in vivo y obtuvo el 80-100% de 

fertilización con el 25-100% de polispermia, encontrando 

diferencias significativas entre sementales por ejemplo el 

semental "A" cuyos espermatozoides tuvieron un tiempo de 

penetración máxima al ovocito de 6 hrs en contra del "B" que lo 

hizo en 2 hrs y explicando que esta variación obedece a la 

cantidad de espermatozoides capacitados disponibles al momento de 

la inseminación. 

Mattioli et (198813) obtuvo penetración -en el - 



- 

_ .  

83% de ovocitos madurados, de los cuales el 78% resultó 

polispérmico con 3 . 8 6  espermatozoides/ovocito en promedio, Naito 

en 1988  obtuvieron el 85% de penetración sin embargo la 

formación real del PNm se observó en tan sólo el 38%. Yoshida 

& en 1990 reportaron el 85% de fertilización y el 62.6% de 

polispermia. 

Dado que nuestro reporte de cero porciento de 

polispermia contrasta con lo encontrado por otros autores se 

que puede- -=deherse-.-a -una -=-ef iei.&e- madtzz-ac-ión -nuc3ear, 

citoplaBmática y membranal -del ovocito asi como un -Correcto- - 

manea .del semen-on 1-0 que -Ita interac-cixsn -en$=: --garnet* . -%e 

establece en forma adecuada para que se dé la reacción de zona e 

inhibiciiin-de la polispermia. 

Con todo lo anterior. se puede afirmar que la 

la técnica de fertiiieacion -gJ? vitrg con. ovocitos de -cerdo 

madurados ~ vitro =desarrollada en el presente trabajo--de tesi- 

es -+satisfactoria sirviendo como una herramienta para continuar 

con -la ixweoti-gacihn en esta temática -como -por -ejemplo en la 

contribución al conocimiento de los mecanismos involucrados en el 

proceso-& -->a --ferfilizau6n,---en el apoyo a la reproducción 

asistida de cerdos de elevado valor genético y en la 

transferencia de este tecnologia hacia otras especies que la 

requieran. 
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APENDÍCE. 

MEDIOS DE CULTIVO. - 

L 



- 

MEDIO DE MADURACION. 

COMPONENTE 

a) Medio 199 
b) FCS 

CANTIDAD 

90 x 
10 x 

m1/50 ml. 

45  
5 

Recomendaciones: 

1 . -  Ajustar la osmolaridad a 280 - 290 mOsm con NaC1. 

2.- Ajustar _el pH a- 7 . 4  con NaOH. 

3 . -  Filtrar en botella estéril. 

4 . -  Suplementar el día de uso con: 

Glucosa 1 mg/ml. 
Piruvato de Na 0.25 mM (10 pl de la solución 

concentrada/ml). 
LH 2 . 0  U1 /mi. 
FSH 2 .o  - -433 $si+- - 

Gentamicina - 50 pg;ciSri -(a +xl--d~ -la 8oluclcbn 
cone&da/ml) o 

Fi 1 trap+- ad i c i onac--- : 

Est radio 1 1 pg/d '(1 de la solución 
concentrada/ml). 



MEDIOS 

MEDIO TALP - HEPES. 

Usado en lavado, dilución y capacitación de espermatozoides. 

COMPONENTE (PM) mg/50 ml mM FINAL. 

a) KC1 ( 74.55) 
b) NaCl ( 58.44) 
c) NaH PO H O 1137.99) 
d) Hepes (238.30) 
e) NaHCO ( 84.01) 
f) Lactato de Na.(87%) 
g )  Rojo Fenol 
h) CaCl 2H O (147.02) 
i) MgCl 6H O (203.30) 

11.5 
292 

2 
119 
105 

0.126 ml 
0.5 

15.5 
- a- 

3.1 

0.29 
100 

10 
25 
21.6 

2.10 
1.5 

Recomendaciones: 

1.- Adicionar h) e i) a.1 final. 
O 

2.- Aforar a 50 ml y medir osmolaridad. 

3 . -  Ajustar osmolaridad a 290 - 300 mOsm con NaCl según 
fórmula siguiente: 

Déficit de osmolaridad (DO) = Osm. deseada - Osm. medida. 
DO - 290 x 9.176 x (vol. inicfa-rf-dd-mecHo vcxb-muestira 
tomada para osmolaridad) = mg de NaCl-ct-+ePadicionados. 

4 . -  Ajustar pH a 7.4 con NaOH. 

5.- Filtrar en botella estéril. 

6 . -  Suplementar el día de usarlos con : 

Piruvato de Na 1 mM (40 pl de la-sol. concentrada/ml). 
BSA ( fracc. V )  6 mg /mi 
Gentamicina 50 pg /ml (1 u1 de la sol. concentrada/ml). 

7.- Filtrar. 



_- 

MEDIO TALP. 

Usado para fertilización. 

COMPONENTE ( PM ) mgl6O ml mM FINAL 

a) NaCl ( 5 8 . 4 4 )  

c) NaHCO ( 8 4 . 0 1 )  
d) NaH PO 2H O ( 1 3 7 . 9 9 )  
e) Lactato de Na. ( 8 7  W )  
f) Rojo Fenol 
g )  CaCl 2H O ( 1 4 7 . 0 2 )  
h )  MgCl 6H O (203.30) 

b )  KC1 ( 7 4 . 5 5 )  
333  114 

1 2 . 8  3 . 2  
1 0 5 . 2  25 

2 . 8  0 . 4  
0.064 ml 1 0  
0 . 5  

15 2 . 0  
5 0 . 5  

Recomendaciones:' 

1,- Adicionar g )  y h) al final. 

2 . -  Aforar a 5 0 . m l  y medir osmolaridad. 

3 . -  Ajustar osmolaridad a 280 - 300 mOsm con NaC1. 

4.-  Ajustar pH a 7 . 4  con NaOH. 

5.- Filtrar en botella estéril. 

6 . -  Suplementar el día de uso con : . 
Piruvato de Na 0 . 2 5  mM ( 1 0  p1 de la sol. concentrada/ml) 

BSA (libre de ac. grasos) 6 mg /ml 

Gentamicina 50 pg / m l  (1 u1 de la sol. concentrada/ml) 

7 . -  Filtrar. 
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SOLUCIONES CONCENTRADAS. 

17B-Estradiol. 1 mg/ml en etanol. Almacenar en 
congelación 

Piruvato de Na ( 2 5 mM )  2 7 . 5  mg/lO ml de solución salina 
normal. Si se congela la solución concentrada no guardar por más de 
una semana. Almacenar en refrigeración. 

Gentamicina 5 0  mg/ ml en solución salina. Guardar en 
refrigeración. 

L 

Alcohol ácido. Acido acético-metano1 (1:3) Preparar 
justo  antes de usarlo. 

Orceína acética al 1% peso/volumen. El solvente es 
60/40 agua/ácido acético, filtrar antes de usar. 

. 
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