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RESUMEN

En la naturaleza la reproduccion de los seres vivos puede ser de tipo asexual
o sexual. En vertebrados superiores, la generacion de un individuo esta mediada por
la reproduccion sexual, la cual consiste en la fusion de los gametos masculinos y
femeninos. Tal uniéon tiene como consecuencia, una serie continua de divisiones
celulares y el crecimiento del organismo para la formacion de un nuevo individuo
diploide.

La producciéon de ovocitos y embriones en el laboratorio, ha cobrado
importancia relevante, ya que proporciona la materia prima para construir animales
modificados genéticamente (Transgénicos). Con estos materiales se tiene la
posibilidad de producir animales birreactores, capaces de producir proteinas con valor
biomédico, animales donadores de 6rganos (Xenotransplantes) para el hombre, entre
otros. Para lograr lo anterior, es necesario establecer condiciones similares a aquellas
que suceden in vivo para poder garantizar una fuente ilimitada y econdmica del
material biolégico, en especies de interés veterinario como los porcinos y los bovinos.
El dominio de tales tecnologias de frontera, permitiran la implementacion por primera
vez en la Republica Mexicana de la manipulacion del genoma de los animales de
granja (transgénesis, clonacion animal y mutagénesis dirigida).

Por lo arriba expuesto, en este trabajo, se implement6 la maduracién y la
activaciéon partenogénica de las especies ganaderas mencionadas, lo cual es la base
para el paso siguiente, que sera la manipulacion del genoma animal. Los resultados
obtenidos para la maduracion in vitro fueron de 58.53% y 79% en bovino y porcino,
respectivamente. En cuanto a la partenogénesis, se logro la activacion en el bovino
con un 4.65% vy, en el porcino sin el uso de estimulo alguno se obtuvo un promedio de
5.61%. Con la produccion de estos materiales biolégicos adecuados, se estandarizo
las técnicas complementarias de: enucleacion y transferencia nuclear en ovocitos, asi
como la microinyeccién intracitoplasmatica de un solo espermatozoide en un ovocito
(ICSI), sin haber continuado con el desarrollo embrionario.

Finalmente con la produccion de ovocitos maduros in vitro se puede garantizar
la implementacion de tecnologias de frontera tales como: clonacién animal,

transgénesis e ICSI para producir animales con caracteristicas genéticas deseadas.
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1. INTRODUCCION
1.1. Reproduccién animal

En la naturaleza la reproduccién de los seres vivos puede ser de tipo asexual
o sexual. De éstas la reproduccion asexual, presenta variantes tales como la fisién o
biparticion (bacterias), la gemacién (levaduras), la esporulacién (hongos), la
fragmentacion (plantas) y la partenogénesis (peces e insectos). En vertebrados
superiores la generacion de un individuo, esta mediada por la reproduccion sexual,
que consiste en la fusion de los gametos masculinos (espermatozoides) y femeninos
(ovocitos). Tal unién tiene como consecuencia, una serie continua de divisiones
celulares y el crecimiento del organismo para la formacion de un nuevo individuo

diploide (Gilbert, 2000).

La reproduccion en mamiferos esta regulada por dos sistemas separados, el
sistema nervioso central (SNC) y el sistema endocrino. Estos sistemas inician,
coordinan y/o regulan de manera muy especifica las funciones reproductivas en los
diferentes animales. EIl eje hipotalamo-hipofisiario por su parte, coordina las
funciones y las respuestas de regulacion autocrina/paracrina de las gdénadas, a
través de diferentes mensajeros quimicos. Estas sefiales quimicas llamadas

hormonas regulan ademas procesos corporales lentos como el crecimiento.

La hipdfisis o glandula pituitaria, anexo del SNC, se subdivide en tres partes
anatdémicas distintas: I6bulo anterior, intermedio y posterior. La hipéfisis anterior
secreta la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), las
cuales actuan sobre las células de las génadas. La FSH promueve el crecimiento y
maduracion del foliculo ovarico maduro o foliculo de Graaf (Hafez y Hafez, 2000). La
expresion de la LH a través de las células del cumulo y las células de la granulosa
estimulan la produccién de los estrégenos, provocando la secrecion de la
progesterona en el liquido folicular, para continuar con la progresiéon al estado de
metafase Il (MIl) de los ovocitos (Okazaki et. al. 2003).
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La oleada preovulatoria inicial de la LH es responsable de la ruptura de la
pared folicular y finalmente de la ovulacion. La LH ademas induce la maduracién del
ovocito, actuando directamente sobre el desarrollo de las células de la granulosa y
las células del cuamulo. La hormona FSH de forma indirecta, aumenta la interaccion
de las células que rodean el ovocito y, con ello la transmision de la sefial que induce
la continuidad de la meiosis. Entre los factores que favorecen el proceso de
maduracién in vitro se encuentra el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el cual
aumenta la diferenciaciéon de las células del cumulo y ademas induce la sintesis de

algunas proteinas que pueden estar vinculadas con la maduracion (Wu et. al. 2002).

La regulacion de la actividad gonadotropica y, la capacidad de las gonadas de
asumir la esteroidogénesis y la gametogénesis ocurren en la pubertad. Estos eventos
se llevan a cabo de manera eficaz, para que un individuo sea capaz de liberar los
gametos y mostrar un comportamiento sexual. La edad de la pubertad esta
influenciada a saber por el ambiente fisico, el fotoperiodo, la edad, la raza, la
heterosis, la temperatura ambiental, el peso corporal, la nutricion y el ritmo de

crecimiento.

El apareamiento en los animales de granja se limita al periodo del estro, que
coincide con el tiempo de la ovulacién. La duracion del ciclo estral es de 20 a 21
dias en vacas y cerdas, y la duracion del estro es diferente en cada especie. La
ovulacién, ocurre de 24 a 30 horas después del inicio del estro en vacas y de 35 a 45

horas después del estro en cerdas (Hafez y Hafez, 2000).

En los mamiferos, la ovogénesis en hembras empieza desde la vida fetal,
cuando la oogonia entra al ciclo celular meidtico, para formar ovocitos primarios y
duplicar el material genético. Su progreso continua hasta el estadio del diploteno, a
través de la primera profase meiotica, punto donde detiene su progresion y espera
hasta la pubertad. Durante el arresto en el estado de diploteno, algunos ovocitos
empiezan a crecer y desencadenan eventos que son requeridos para la maduracion,

fertilizacion y el desarrollo embrionario posterior. Sin embargo, en general el arresto

Haydee Miranda Ortiz



Maduracion y activacion partenogénica de ovocitos porcinos y bovinos in vitro

celular es mantenido hasta antes de la ovulacién. Cuando las hembras alcanzan la
pubertad, un numero limitado de ovocitos en los ovarios culminan su meiosis
peridodicamente, en respuesta a los estimulos gonadotropicos, mientras la mayoria de

los ovocitos son mantenidos en estado de diploteno (Miyano et. al. 2003).

En el macho, la espermatogénesis comienza con el desarrollo de las
espermatides esféricas y finalmente en el espermatozoide maduro, donde el
acrosoma es derivado del aparato de Golgi. En el ultimo estadio de espermatide, la
organizacion del acrosoma y la membrana plasmatica cambian drasticamente vy,
algunas moléculas son liberadas para su desarrollo final. Fuera de los testiculos el
espermatozoide expresa propiedades especificas sobre su superficie y llega a ser
funcionalmente maduro, mientras pasa a través del epididimo, ganando las
habilidades de fertilizacion como motilidad y reconocimiento de la zona pelucida.
Algunas moléculas continuan siendo modificadas durante la capacitacion y la
reaccion acrosomal y, posteriormente son reubicadas con diferentes propiedades
(Toshimori, 1998).

1.2. Fertilizacion

Como ya se ha mencionado el origen de un nuevo organismo, esta dado
mediante la fusién del material genético contenido en los gametos. La fertilizacion
tiene como funcion principal, transmitir las caracteristicas propias (genes) de los
progenitores a su descendencia, e iniciar en el embrién temprano aquellas

reacciones biolégicas que permitan su desarrollo (Gilbert, 2000).

Una vez que los ovocitos son ovulados y los espermatozoides son aptos
estando presentes en el oviducto de la hembra, la fertilizacién en mamiferos
comienza. El espermatozoide con el acrosoma intacto se une a la capa extracelular
0 zona pelucida del ovocito y, se lleva a cabo la reaccidon acrosémica para penetrar la
zona pelucida. Habiendo alcanzado el espacio perivitelino, entre la zona pelucida del
ovocito y la membrana plasmatica, el espermatozoide debe unirse a ésta ultima para

fusionarse finalmente al ovocito (Wassarman et. al. 2001). La penetracion de un
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espematozoide provoca la activacion del ovocito y la exocitosis de los granulos
corticales. Estos ultimos, son pequefios organelos que estan en la periferia de un
ovocito maduro y sufren una exocitosis en repuesta de una elevacién intracelular de
calcio, provocado por la penetracion de un espermatozoide. Los granulos corticales
se liberan dentro del espacio perivitelino y son responsables de modificar la zona
pelucida, para establecer el bloqueo de la poliespermia (Abeydeera, 2002). En
cerdos, la polispermia es diferente en cada verraco asi como de su alta capacitad
fertilizante (Suzuki et. al. 2003).

En la fertilizacién, las células del cumulo son disgregadas de los ovocitos,
después de la penetraciéon del espermatozoide. Las células del cumulo tienen una
influencia positiva sobre la fertilizacion, promueven el mecanismo de capacitacion-
induccion y, facilitan la interaccion entre un espermatozoide capacitado y la superficie
de la zona pelucida. Dentro de la fertilizacion las células del camulo promueven la

reaccion acrosomal e incrementa la penetrabilidad al ovocito (Zheng et. al. 2004).

La comunicacién intracelular entre el ovocito y las células del cumulo es
mantenida durante el crecimiento y maduracién del ovocito, lo cual es necesario para
una completa maduracién citoplasmatica y estabiliza la distribucidon de los granulos
corticales. Estudios recientes muestran que la alteracion citoesquelética, esta
relacionada con los cambios de la comunicacion entre ovocito-células del cumulo,
durante la maduracion del ovocito en porcinos. La reorganizacion citoesquelética es

importante durante la maduracién del ovocito y la fertilizacion en los mamiferos.

La remodelacion nuclear, es el resultado del intercambio de proteinas entre los
compartimientos nuclear y citoplasmatico y, es un prerrequisito para la
reprogramacion de la expresion de genes. Como ejemplo la activacion del genoma

embrionario ocurre en el estado de cuatro células en el cerdo (Miyoshi et. al. 2002).

La fertilizacidon polispermatica en mamiferos es considerada generalmente

patoldgica, resultando invariablemente en un desarrollo fallido del zigoto. Sin
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embargo, se ha tenido el primer reporte en cerdos, de desarrollo temprano in vivo de
embriones poliespérmicos. EIl desarrollo en estado de blastocisto in vitro puede
desarrollarse en cerdos poliplolides; sin embargo, éstos contienen un menor numero
de masa celular interna que aquellos derivados con dos pronucleos. Ovocitos de
cerdo madurados y fertilizados in vitro, pueden desarrollarse hasta blastocisto
después de su transferencia al oviducto, aunque el porcentaje de desarrollo en

etapas tardias sigue siendo bajo (Han et. al. 1999).

1.3. Maduracién Ovocitaria

A nivel ovarico, el crecimiento y la maduracion folicular representan cambios
en sus componentes, a saber las células de la granulosa, las células de la teca, las
sefiales hormonales, asi como el propio ovocito. Durante el crecimiento folicular
intervienen la proliferacién y la diferenciacion celular, lo que provoca la produccién de
estrogenos y la respuesta a las gonadotropinas. Durante el periodo estral hay una
elevada secrecion de estrogenos, a partir de los foliculos de Graaf preovulatorios.
Cuando un foliculo es liberado de la reserva, este comienza a crecer junto con el

ovocito.

La maduracion del ovocito comprende un periodo inicial de crecimiento y, un
periodo final de preparacién nuclear y citoplasmica. Normalmente se reinicia la
meiosis antes de la oleada preovulatoria de gonadotropinas, lo cual suprime la
produccion del factor inhibidor de la meiosis de las células de la granulosa. El reinicio
de la meiosis (maduracion nuclear) es s6lo un aspecto de la maduracion del ovocito;
y como segundo aspecto también debe ocurrir la maduracién citoplasmatica (Hafez y
Hafez, 2000).

Los ovocitos meidticamente competentes, son mantenidos en su estado de
vesicula germinal (VG) por el ambiente folicular hasta la liberacion preovulatoria de
las gonadotropinas. Después del estro, los ovocitos en completo crecimiento y
competentes pueden reanudar la meiosis, completando finalmente la primera division

meidtica para poder ser ovulados (Miyoshi et. al. 2002)
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Durante la condensacion cromosomica en el ovocito no hay activacion del
factor promotor de la maduracion (MPF), dado que la inhibicién de éste, previene el
rompimiento de la vesicula germinal, sin influir en el proceso de la condensacién

cromosomica por lo cual el 98% de los ovocitos alcanzan el estado de VG.

La condensacion cromosomica en los ovocitos de porcino es dependiente de
la activacion-inactivacion del MPF, siendo |la activacion el papel principal para la
continuidad y terminacion de la maduracion meiética de los ovocitos. In vivo, la
inactivacion del MPF provoca la sincronizacion de los ovocitos en el estadio de VG
(Wu et. al. 2002). Ademas del MPF, la fosforilacion de proteinas (por MAP quinasas)
asociada a los microtubulos, regulan el ciclo celular durante la etapa meidtica
(Miyoshi et. al. 2002).

El rompimiento de la VG es el evento mas dramatico en la continuidad de la
meiosis en los ovocitos, e involucran cambios nucleares y citoplasmaticos complejos.
Entre algunos de estos cambios podemos citar, la translocacion mitocondrial en la
corteza del ovocito; evento que es independiente de la maduracion nuclear y no
requiere del MPF activo. Las células del cumulo también proveen del ATP para

soportar la maduracion nuclear y citoplasmatica (Wu et. al. 2002).

La ovulacion ocurre en el ovario por la liberacién de los ovocitos maduros. En
el proceso de maduracion de los ovocitos (células en metafase Il), éstos sufren
cambios que incluyen la condensacion de cromosomas, la disociacion de nucleolos,
el rompimiento de la VG y la formacidon del uso acromatico en la metafase |, entre
otros. Se piensa que estos eventos paralelamente ademas inducen al MPF (Miyano
et. al. 2003). La maduracién ovocitaria es indispensable para el inicio y desarrollo
embrionario. Esta se define como el reinicio de la meiosis completandose la primera
division meidtica, con la expulsion del primer cuerpo polar y la progresion de MIl,
permaneciendo asi hasta el contacto con los espermatozoides (Rodriguez et. al.

2004).
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La LH se presenta por un estimulo preovulatorio de los foliculos ovaricos y, es
expresada en las células del cumulo y de las células de la granulosa, que son
esenciales para la continuidad meidtica de los ovocitos. La liberacién de LH
incrementa la produccion de progesterona en las células del cumulo y, en conjunto
con la adenil ciclasa inducen la produccion del AMP ciclico (AMPc). El incremento de
éste ultimo segundo mensajero en las células del cumulo, es el resultado de la
sintesis de diferentes factores importantes en la expansion de las células del cumulo

y la maduracién de los ovocitos (Okazaki et. al. 2003).

El AMPc también esta involucrado en el arresto meidtico; el aumento de éste
detiene la meiosis y su disminucion favorece su progresion. El MPF provoca la
ruptura de la membrana nuclear, regula la condensacion de cromosomas e interviene
en la organizacion del aparato mitético (Rodriguez et. al. 2004). La elevacién de los
niveles intracelulares de AMPc, por un tratamiento con el analogo dibutiril ciclico o
AMPdbc, hipoxantina e inhibidores de la fosfodiesterasa del AMPc, mantiene al MPF

en un estado hiperfosforilado inactivo.

La inhibicidn no especifica de la sintesis de proteinas por cicloheximida (CHX),
ha demostrado que previene la activacion del MPF. La inhibicién inespecifica de la
fosforilacion de proteinas tratadas con 6-dimetilaminopurina (6-DMAP), también
inhibe la activacion del MPF (Wu et. al. 2002). Es importante mantener la actividad
del MPF en los ovocitos maduros, ya que estos pueden ser utilizados como
receptores para la reprogramacion nuclear de embriones reconstruidos (Miyoshi et.
al. 2002).

In vitro existen dificultades que no permiten todavia estandarizar una técnica
apropiada para la eficiente maduracion, activacion, fertilizacion y desarrollo de los
ovocitos para producir embriones viables. La heterogeneidad en la maduracion de
los ovocitos aislados de los foliculos, puede tener una influencia importante sobre la
progresion meiotica, la maduracion citoplasmatica y la competencia del desarrollo
(Abeydeera, 2002).
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1.4. Activacion

Ovocitos detenidos en MII reinician la meiosis celular, después de ser
fecundados o bien por activacion partenogénica. La fusién de un espermatozoide a
un ovocito en Mll inicia la liberacién y oscilaciones periodicas de calcio, la exocitosis
de granulos corticales, el reinicio de la meiosis con la conformacién de los pronucleos
y la division celular. La induccion artificial para la activacion ovocitaria incluye
estimulos fisicos (eléctricos o térmicos) 6 quimicos (CHX, 6-DMAP, etanol, etc.), que

promueven las oscilaciones de calcio y la inactivacion de los factores que mantienen

el arresto mitético (Rodriguez et. al. 2004).

Un ovocito activado por un espermatozoide emite el segundo cuerpo polar, se
produce la liberaciéon de los granulos corticales, la formaciéon del pronucleo femenino
y masculino, la sintesis y condensacion del DNA. Al completarse la segunda divisiéon
de la mitosis se producen las dos primeras blastomeras, con su complemento

cromosomico diploide (Vallejo et. al. 2003).

1.5. Partenogénesis
La partenogénesis es definida como la produccion de un embrion sin la
contribucion del gameto masculino, ademas de que puede o no presentarse el

desarrollo de un adulto (Rougier y Werb, 2001).

La mayoria de los estimulos partenogenéticos inducen una elevacion unica de
calcio y el efecto tanto artificial como espermatico, es la desactivacion del bloqueo de
la division celular al cual esta sometido el ovocito. Esto ocurre a través de una sefal
de proteinas quinasas, que actuan como una via de la transduccion y el aumento de
calcio intracelular, provocado por el estimulo o a través de la inhibicion directa de las
proteinas responsables del bloqueo (Vallejo et. al. 2003). La activacion
partenogénica de ovocitos no fertilizados, como ya se ha mencionado puede ser
inducida por la exposicion de estos a una variedad de agentes fisicos y quimicos
(Hogan et. al. 1986).
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Entre las estimulaciones partenogenéticas in vitro de tipo fisicas, se
encontraron la puncidon con una aguja, calor, frio, choque eléctrico y presion negativa.
Y entre las de tipo quimico, se encontraron variaciones en la composicién idénica del
medio, ionoforos de calcio, medio deficiente de piruvato, etanol, alcohol bencilico, 1-2
propanodiol, soluciéon acida Tyrode, anestésicos y tranquilizantes, inhibidores de la
inosina monofosfato deshidrogenasa, inhibidores de la fosfodiesterasa, inhibidores
de la sintesis proteica, estimulacion de proteinas G y activacion de la proteina
quinasa C (Vallejo et. al. 2003). Después de la activacién partenogénica se reforma

la membrana nuclear y comienza la sintesis del DNA (Miyoshi et. al. 2002).

1.6. Clonacién animal

La aparicion de individuos genéticamente idénticos (clones), se presenta de
manera natural en diversos animales incluido el hombre. De forma experimental, la
clonacion se logré en ranas en 1954 y en ovejas en 1986 a partir de un ovocito
enucleado y la transferencia a éste del nucleo de una blastomera aislada de una
morula. En el afio de 1996 una oveja llamada Dolly, fue clonada a partir de una
célula somatica, aislada de la glandula mamaria y transferida al citoplasma de un
ovocito enucleado, logrando ser reprogramado y llegar a término del nacimiento
(Wilmut et. al. 2000). Asi la clonacién animal, consiste en introducir una célula
somatica en el espacio perivitelino de un ovocito maduro, donde la fusién celular es

un factor importante para la construccion del embriéon (Ushijima et. al. 2002).

La importancia que se tiene de este procedimiento de clonacion animal con
respecto a los anteriores, es que se utiliza como material genético nucleos de
células en cultivo totalmente diferenciadas. Lo anterior representa la capacidad de
producir copias ilimitadas de animales de muy alto valor genético, asi como realizar
experimentos de mutagénesis dirigida (knockout) en los animales de granja
(McCreath et. al. 2000).

Intentos por clonar y producir animales transgénicos por microinyeccion

pronuclear, requieren de ovocitos maduros de muy alta calidad y viabilidad. El
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desarrollo de estos procesos, se basa en la utilizacién de ovarios de animales de
matadero para producir ovocitos maduros, los cuales seran micromanipulados para
procurar su posterior desarrollo (Abeydeera, 2002). La activacion in vitro de ovocitos
maduros es esencial para el éxito de la clonacion animal por transferencia nuclear
(TN). EIl estimulo artificial eleva los niveles de iones de calcio en el citoplasma e
induce la activacion de ovocitos, aun sin la penetracion del espermatozoide. La
activacion por estimulacion eléctrica es importante para el éxito de la reconstruccion

de ovocitos.

Para la aplicacion de la TN también son necesarias las técnicas de
aislamiento, cultivo y transfeccion de células donantes, asi como la transferencia de
los embriones a hembras receptoras. A través de los afos, el interés de generar
animales transgénicos ha cobrado importancia y, con ello el desarrollo de técnicas
que lo permitan. Dentro del area biomédica se pretende generar proteinas
terapéuticas, a través de animales transgénicos y/o la produccion de animales
donadores de xenotransplante. Los recientes avances tecnoldgicos en la
reproduccion animal son importantes para el desarrollo de animales domésticos

modificados genéticamente (De Sousa et. al. 2002).

1.7. Técnica ICSI

La inyeccion intracitoplasmatica de un espermatozoide (ICSI), permite la
penetracion de un solo espermatozoide al citoplasma del ovocito (Figura 1). La
aplicacion de ésta técnica se involucran la maduracion y la activacion del ovocito, asi

como la microinyeccion (Zheng et. al. 2004).
Cuerpo palar

Zona pelicida

Ecpermatozoide en |3

Ohva it aguja de inyecciin

Figura 1. Inyeccion intracitoplasmatica de un espermatozoide (ICSI)
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Durante la fertilizacion como ya se ha mencionado, el espermatozoide activa
al ovocito liberando factores que promueven su activacién, estos factores no son
especificos de especies y estan presentes en la membrana plasmatica de la cabeza
del espermatozoide. La fertilizacion artificial también puede realizarse con la
inyeccion de la cabeza del espermatozoide dentro del ovocito, lo que sugiere que
una completa fertilizacién no requiere de todo los componentes del espermatozoide
(Kim et. al. 1999).

Después de la penetracidon del espermatozoide, éste procede a la
descondensacion de la cromatina, el crecimiento nuclear y la formacion pronuclear.
La descondensacion del nucleo del espermatozoide y la formacion del pronucleo son

esenciales para el desarrollo embrionario.

La falta de la formacién del pronucleo masculino, esta relacionado con la baja
actividad del compuesto glutation en el ovocito y, esta actividad es adquirida durante
la maduracion y declina con la edad del ovocito (Zheng et. al. 2004). La sintesis del
compuesto glutation ocurre durante la maduracién in vitro y, es un factor
citoplasmatico importante para la regulacién de la descondensacion del nucleo del

espermatozoide y la formacién del pronucleo masculino (Coy y Romar, 2002).

Finalmente para la aplicacion de la técnica ICSI, el compuesto
polivinilpirrolidona (PVP) en el medio de manipulacién baja el movimiento del
espermatozoide, ademas de que es utilizado como vehiculo facilitando un
movimiento suave del espermatozoide dentro de la pipeta de inyeccidn. La presencia
de PVP estabiliza la ruptura que puede sufrir la membrana plasmatica del
espermatozoide, lo cual es esencial para que se pueda dar la formacion nuclear

después de la inyeccion (Hlinka et. al. 1998).
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2. JUSTIFICACION

La reproduccion de porcinos y bovinos representa una importancia econoémica
en el mejoramiento genético como por ejemplo, producciéon de carne, leche, numero
de crias, resistencia a enfermedades, entre otras. Actualmente, existe la necesidad
no solo de reproducir animales con caracteristicas genéticas y fenotipicas superiores
como ya se ha mencionado, sino ademas se intenta crear animales con valor
agregado, es decir, animales modificados genéticamente que expresen alguna

proteina de interés humano.

En la produccidon de estos animales, es necesario conocer los eventos
biolégicos y genéticos de las células germinales involucradas, asi como los procesos
que los regulan. Ultimamente, se han establecido diferentes técnicas in vitro que han

cobrado importancia por su trascendencia, de acuerdo a lo mencionado.

En este sentido la clonacién animal por transferencia nuclear, proporciona un
mayor alcance para la manipulacién del genoma animal, ya que mediante el manejo
de células modificadas y, con una reprogramacion celular adecuada se pueden

obtener embriones modificados capaces de lograr un desarrollo viable.

Técnicas como ICSI han sido solo utilizadas en la reproduccién humana, pero
hasta hace unos afnos ha cobrado importancia en animales domésticos,
principalmente en el aspecto econdmico ya que se pueden producir embriones
capaces de ser transferibles a hembras receptoras. Actualmente esta técnica es
importante, ya que por medio de la manipulacidén genética de los espermatozoides
(transfeccién) se pueden generar embriones modificados, asi que al establecerla se
puede garantizar la produccién de estos animales de muy alto valor genético y

econdmico.
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3. OBJETIVOS

GENERAL
Producciéon de ovocitos y embriones in vitro para la manipulacién del genoma de

animales de granja.

PARTICULARES

- Maduracion in vitro de ovocitos de porcino y bovino
- Comparacion de la activacion partenogénica entre el porcino y el bovino

- Estandarizacion de la técnica TN e ICSI.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Coleccion y maduracion in vitro de ovocitos bovinos

Los ovarios se recolectaron del matadero y fueron transportados al laboratorio
en solucién salina (PBS). Se aspiraron ovocitos inmaduros de foliculos de 3 a 5mm;
se recuperd en un tubo cénico el liquido folicular dejando formar la pastilla durante 15
minutos a 39 °C. En medio de manipulacién se seleccionaron los ovocitos que
tuvieron un citoplasma homogéneo y por lo menos tres capas de células del cumulo.
Se lavaron en medio de maduracién suplementado con 0.6 mM L-Glutamina; 0.2 mM
piruvato de sodio; 1 pg/ml 17- estradiol, 50 pg/ml gentamicina, 0.1% SFB. Los
ovocitos fueron incubados en grupos de 25 a 30 células por pozo, con 500 ul de
medio de maduracién suplementado con 0.01 U/ml FSH y 0.01 U/ml LH, durante 18 a
20 horas a 39 °C con 5% CO; (Lab-line Mod. 464). Finalmente se hizo una tincién
con 1 ug/ml con Hoescht para observar el plato metafisico, el cual se debe encontrar

junto al primer cuerpo polar.

4.2. Activaciéon de ovocitos bovinos

Después de completada la maduracion, las células de la granulosa fueron
removidas con 0.1% de hialuronidasa en vortex (Daigger Mod. G-560) y estos fueron
lavados tres veces con medio de manipulacién. Los ovocitos sin células de la
granulosa que presentaron el primer cuerpo polar, fueron seleccionados para su
posterior activacion. La activacion se hizo en medio de manipulacién con 7% de
etanol (EtOH) absoluto, durante 5 minutos a temperatura ambiente, después se
lavaron y se incubaron los ovocitos en medio de maduracién base con 10% SFB y
1.9mM 6-DMAP durante 4 horas a 39 °C con 5% CO,. Seguido de la activacion los
ovocitos fueron lavados y cultivados en medio de maduracion base de 24 a 48 horas

bajo las mismas condiciones.

4.3. Coleccion y maduracion in vitro de ovocitos porcinos
Los ovarios se recolectaron del matadero y fueron transportados al laboratorio
en solucion salina (PBS). Se aspiraron los ovocitos inmaduros de foliculos de 3 a

5mm y se recuperaron en un tubo conico con el liquido folicular y dejando formar la

Haydee Miranda Ortiz



Maduracion y activacion partenogénica de ovocitos porcinos y bovinos in vitro

pastilla durante 15 minutos a 39 °C. En medio de manipulacién se seleccionaron los
ovocitos que tuvieron un citoplasma homogéneo y por o menos tres capas de células
del cumulo. Se lavaron en medio de maduracién suplementado con 0.6 mM L-
Glutamina; 0.9 mM piruvato de Sodio; 50 pg/ml gentamicina; 0.1% PVA; 0.6 mM
cisternay 3.05 mM glucosa. Fueron incubados en grupos de 25 a 30 ovocitos por
pozo con 500 pl con medio de maduracion suplementado con 0.01 U/ml FSH y 0.01
U/ml LH de 20 a 22 horas a 39 °C con 5% CO,. Se lavaron y se pasaron a medio de
maduracion suplementado sin hormonas de 22 a 24 horas bajo las mismas
condiciones. Finalmente se hizo una tincion de1 pg/ml con Hoescht para observar el

plato metafasico que se debe encontrar junto al primer cuerpo polar.

4.4. Técnica ICSI

Después de completada la maduracion, las células de la granulosa fueron
removidas con 0.1% de Hialuronidasa con vortex y se lavo tres veces con medio de
manipulacién. Los ovocitos sin células de la granulosa que presentaron el primer
cuerpo polar fueron seleccionados para la técnica ICSI|. El espermatozoide fue
inmovilizado con 10% de PVP y éste fue aspirado con la aguja de inyeccién, sujetandolo

por la cola y localizandolo lo mas cerca posible de la punta de la aguja.

Aplicando la primer modalidad de ICSI los ovocitos fueron centrifugados a 11000
rom durante 6 minutos para tener mayor visibilidad del citoplasma sin problema de
lastimar el plato metafasico, a continuacion se llevaron a medio de manipulacién con 7.5
pug/ml de citocalasina B. En una gota de medio cubierta con aceite mineral, con la aguja
de sujecion se manipuld al ovocito con el cuerpo polar orientado a las 12 horas del relo;j.
La aguja de microinyeccion fue utilizada para colocar al espermatozoide dentro del
citoplasma del ovocito. Los ovocitos fueron lavados y cultivados en medio de

maduracién base con 10% de suero fetal bovino (SFB) a 39 °C con 5% CO..
La otra variante fue en una gota de medio de manipulacién con 7.5 pg/ml de

citocalasina B cubierta con aceite mineral y los espermatozoides tratados con 10% PVP,

se hizo la sujecion del ovocito realizando una cicatriz donde por la misma se inyectd un
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espermatozoide con una aguja de microinyeccién con punta roma, quedando en el

citoplasma del ovocito.

4.5. Enucleacion y transferencia nuclear

Después de completada la maduracién, las células de la granulosa fueron
removidas con 0.1% de hialuronidasa con vortex y se lavo tres veces con medio de
manipulacion. Los ovocitos que presentaron el primer cuerpo polar, citoplasma no
degradado y zona pelucida intacta se seleccionaron para la enucleacion y la
transferencia nuclear. La enucleacion se realizé en una gota de medio de manipulacion

con 7.5 yg/ml de citocalasina B, cubierta de aceite mineral.

Se utilizé una aguja de sujecién para inmovilizar al ovocito orientando el cuerpo
polar a las 3 horas del reloj. El primer cuerpo polar y el plato metafasico se removieron
por aspiracion con una aguja, a continuacion se tiné con 1 uyg/ml de Hoescht para
verificar si éstos fueron retirados. Después de la enucleacion los ovocitos lavados con
medio de manipulacidén y en una gota de éste, junto con las células se realizo TN. La
célula donante fue introducida dentro del espacio perivitelino del ovocito y finalmente los
ovocitos se lavaron y se cultivaron en medio de maduracion base con 10% de suero
fetal bovino (FCS) a 39 °C con 5% CO..
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5. RESULTADOS
5.1. Maduracioén in vitro de ovocitos bovinos y porcinos

Una vez cumplido el tiempo de maduracidén in vitro, se observo bajo
microscopio que los ovocitos presentaran la distension de las células de la granulosa,
pues la proliferacion de estas células ayuda a promover la maduracién (Figura 2).
Cumpliendo con esta caracteristica, se prosiguio a retirar las células de la granulosa
de los ovocitos con hialuronidasa, para poder observar al microscopio la presencia
del primer cuerpo polar, que es la caracteristica principal que presenta un ovocito

maduro, asi como también un citoplasma oscuro y homogéneo (Figura 3).

El rompimiento de la vesicula germinal y la condensacion de los cromosomas
también son caracteristicas importantes de un ovocito en MIl. Cumpliendo con estos
parametros citologicos se determino el porcentaje de maduracién de los ovocitos
bovinos (Tabla 1) y porcinos (Tabla 2). Los resultados de la maduracion ovocitaria in
vitro, resulté con mayor porcentaje de eficiencia en los ovocitos porcinos (79.0%)

que en los ovocitos bovinos (58.53%).

Para valorar algunas caracteristicas citoléogicas de maduracion, como el
rompimiento de la VG y la condensacién de los cromosomas, es necesario realizar la
tincion mediante el uso del colorante Hoescht. Los ovocitos maduros tefiidos fueron
observados bajo microscopio de fluorescencia, gracias a lo cual se observo la
presencia del plato metafasico (condensacion de cromosomas) junto al primer cuerpo

polar (Figura 4).
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Figura 2. Ovocitos porcinos maduros con distension de las células

de la granulosa (20X).

Figura 3. Ovocito porcino con el primer cuerpo polar sin células

de la granulosa (20X).

Figura 4. Ovocito porcino tefido observandose el plato metafasico (20X).
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Tabla 1. Resultados de la maduracion de ovocitos bovinos

Experimento Numero de ovocitos tratados Numero de ovocitos en Mll (%)

1 43 24 (58.53)
2 43 30 (69.76)
3 56 35 (62.5)

Tabla 2. Resultados de la maduracion de ovocitos porcinos

Experimentos Numero de ovocitos tratados Numero de ovocitos en MIl (%)

1 62 49 (79.0)
2 75 54 (72.0)
3 80 54 (67.5)

5.2. Activacion de ovocitos bovinos

La activacion celular es indispensable para continuar con la division de los

embriones de manera natural, asi como también, con la nueva reprogramacion

nuclear en embriones reconstruidos. Los ovocitos maduros se sometieron a la

activacion para provocar su partenogénesis. Para tal efecto se empleo un tratamiento

de etanol (EtOH) y 6-DMAP. De 43 ovocitos tratados, el 4.65% fueron activados,

siendo este resultado el mayor porcentaje obtenido en los experimentos realizados

(Tabla 3). Mediante el uso de los agentes activadores arriba mencionados, se

obtuvieron embriones (partenones) de buena calidad sin aparentes signos de

degradacion (Figura 5).
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Figura 5. Ovocitos bovinos en partenogénesis mostrando

dos blastomeras (20X).

Tabla 3. Resultados de la activacion de ovocitos bovinos

Experimento Numero de ovocitos tratados Numero de ovocitos en MIl (%)

1 24 1 (4.16)
2 30 1(3.33)
3 43 2 (4.65)

5.3. Activacién de ovocitos porcinos

Ovocitos porcinos madurados in vitro sin tratamiento de activacién, fueron

valorados para conocer el grado de partenogénesis. Es conocido que debido a la

manipulacion del ovocito durante el proceso de maduracién, este puede dividirse de

manera responsiva al estimulo mecanico. Por lo antes expuesto se logré obtener en

ovocitos de cerdo la produccién de embriones partenogénicos correspondientes

(Figura 6). El porcentaje obtenido de este proceso bioldégico durante el experimento

fue de 8.16% y de 3.07%, en dos experimentos independientes de 49 y 54 ovocitos

maduros respectivamente.
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Figura 6. Activacion de ovocitos porcinos (20X). A. Ovocito en 2 blastomeras y

B. Ovocito con mas de 8 blastomeras.

5.4. Técnica ICSI

La inyeccién de un solo espermatozoide a un ovocito, con el correspondiente
desarrollo del embridn, es una técnica de fertilizacién in vitro en la que se requiere de
una adecuada maduracioén ovocitaria. Una de las variantes de la técnica ICSI consiste
en la sujecion del ovocito, el cual fue perforado mediante una aguja de inyeccién sellada
de la punta. A través de la abertura hecha se inyectd con una pipeta de microinyeccion

un espermatozoide (Figura 7).

Otra variante que se aplicd, fue la centrifugacion previa de los ovocitos para
separar las vesiculas de grasa y poder depositar el espermatozoide lo mas profundo
posible, empleando nuevamente los microinyectores (Figura 8). Se logro realizar la
técnica ICSI| en ambas variantes, aunque no se busco obtener ningun desarrollo

embrionario posterior de los ovocitos inyectados.
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Figura 7. Aplicacion de la técnica ICSI (20X). A. Ovocito porcino perforado con

aguja sellada y B. Aguja de inyeccion con un solo espermatozoide.

Figura 8. Introduccion de un espermatozoide a un ovocito porcino centrifugado

(10X). La flecha muestra la posicion de un solo espermatozoide.
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5.5. Enucleacion y transferencia nuclear

Para realizar la enucleacion celular, que es la aspiracion del cuerpo polar y el
plato metafisico (Figura 9), previamente se realiz6 una tincion con Hoescht de los
ovocitos maduros, los cuales fueron observados bajo fluorescencia para poder valorar el
resultado de la enucleacion (Figura 10). Realizada la enucleacion se prosiguio con la
transferencia nuclear (celular) en el espacio perivitelino del ovocito enucleado (Figuras
11y 12). Por lo mostrado anteriormente, se comprueba la estandarizacion de la técnica
(clonacion), sin realizar la activacion del ovocito por lo que éste no continua con el

desarrollo embrionario.

A B

Figura 9. Enucleacion de un ovocito maduro (10X). A. Introduccion de la aguja para

retirar el cuerpo polar y el plato metafasico del ovocito y B. Contenido de ooplasma

de aproximadamente un 10% en la aguja de enucleacion.

Figura 10. Tincion de un ovocito enucleado (10X).
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Figura 11. Introduccion de una célula diferenciada al ovocito (10X).

Ay B. Aspiracion de una célula a través de una aguja de inyeccion, C. Inyeccion de
la célula en el espacio perivitelino del ovocito y D. Ovocito con una célula dentro del

espacio perivitelino.
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6. DISCUSION

Para lograr la IVM es necesario tener en cuenta la calidad de los ovarios, asi
como la de los ovocitos recolectados, ya que su estado fisiolégico es importante para
obtener una adecuada maduracion. Observaciones como la presencia de tres o0 mas
capas de células de la granulosa compactas y que los ovocitos cuenten un
citoplasma oscuro y homogéneo, son caracteristicas necesarias para proseguir con

la maduracién in vitro (Rodriguez et. al. 2004).

En el presente trabajo, el protocolo desarrollado para la maduracion in vitro de
ovocitos bovinos difiere del utilizado en porcinos, que consiste principalmente en los
diferentes tiempos de maduracion. Es importante lograr reproducir los eventos
biolégicos que suceden de forma natural en las hembras; es por ello que en los
procesos in vitro debe suplementarse con gonadotropinas. Aunque lo anterior no ha
sido suficiente en especies como el cerdo, ya que ademas se ha demostrado que la
supresion de aditivos hormonales, durante el segundo periodo de cultivo promueve

un mayor indice de maduracién (Coy y Romar, 2002).

La maduracion in vivo de ovocitos en los mamiferos ocurre durante la
ovulacion, por lo tanto es necesario establecer las condiciones adecuadas de la
maduracién in vitro, las cuales también seran diferentes en cada especie e
importantes para obtener ovocitos viables (Abeydeera, 2002). El interés de producir
grandes cantidades de ovocitos maduros y embriones bovinos o porcinos a través de
técnicas de IVM es para propositos de investigacion biomédica y biotecnoldgica
(McCreath et. al. 2000).

El porcentaje de IVM obtenido en este trabajo para los ovocitos bovinos
(58.53%), empleando el medio de cultivo TCM 199 por 18 a 20 horas de incubacién,
fue menor de acuerdo a lo reportado (70-80%) en condiciones similares de
maduracién (Abeydeera, 2002). Estas diferencias pueden obedecer por una parte a
los aditivos (hormonas, factores de crecimiento, etc) involucrados en los protocolos

de maduracién y/o el tipo de animales empleados para la recuperacién de ovocitos.
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En cuanto a la especie porcina la IVM de los ovocitos con el medio TCM 199,
fue de 79.0%, con un tiempo de 20 a 22 horas con hormonas y un tiempo adicional
de 22 a 24 horas sin hormonas, completando un periodo total de maduracion de 42 a

44 horas esta dentro de los valores reportados (80-90%) (Wu et. al. 2002).

En los casos de la especie bovina y porcina, los parametros tomados en
cuenta para la maduracién de los ovocitos fueron, la distension de las células de la
granulosa, la formacion del primer cuerpo polar, la formacion de la placa metafasica y
el rompimiento de la VG. Estos parametros morfoldgicos y citoldégicos de los ovocitos

son los parametros considerados en la literatura (Miyoshi et. al. 2002).

La maduracioén ovocitaria paralelamente también depende de otros factores,
como la calidad de los ovarios obtenidos en matadero y, que las cerdas contengan
los foliculos maduros (Abeydeera, 2002). Se ha observado que en cerdas adultas la
calidad de los ovocitos es baja, sin embargo en trabajos anteriores reportados se
puede obtener un alto desarrollo embrionario. Por otro lado en cerdas prepuberes, se
tiene una mayor eficiencia en cuento a la maduracion. Lo anterior debido a que los
estros repetidos presentados en las cerdas adultas, modifican la heterogeneidad de
los ovocitos colectados pudiendo tener células inmaduras, medianamente maduras,

maduras e inclusive ovocitos muy maduros.

Mientras que en cerdas prebuberes la unica presencia de hormonas no
repercutira en obtener diferentes estadios de los ovocitos colectados, por lo que en
su mayoria estaran en MIl (Miyano et. al. 2003). Esta serie importante de diferencias
fisiolégicas de los animales podrian explicar los resultados en cuanto al bajo indice

de maduracion.

La partenogénesis se presentd en bovinos con un porcentaje muy bajo

(4.65%), contrario a los porcentajes (50-60%) reportados (Vallejo et. al. 2003).
Probablemente esto obedecid al protocolo utilizado; dado que actualmente se

continla con la busqueda de las mejores condiciones tanto quimicas como fisicas o
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la combinacién de las mismas para optimizar la partenogénesis. En porcinos la
partenogénesis registrada fue en promedio de 5.61%, sin la utilizacién de algun
protocolo de activacién. Se conoce que el estimulo fisico a través de la manipulacién
de los ovocitos en porcinos promueve la partenogénesis de los mismos (Rodriguez
et. al. 2004), lo cual puede explicar este resultado aun sin la utilizacién de algun

protocolo.

Se realizo la enucleacion de los ovocitos mediante la técnica de aspiracion con
aguja de microinyeccién, en un primer protocolo se aspiro aproximadamente el 10%
del ooplasma donde se supone se elimina el primer cuerpo polar y la placa
metafasica. Lo anterior fue verificado a través de la tincidn vital de los ovocitos

enucleados.

La transferencia nuclear fue realizada con la microinyeccién de una sola
célula, la cual fue depositada en el espacio perivitelino del ovocito. Dados los
objetivos de este trabajo, no se procedio a obtener la activacion y el desarrollo
embrionario de los ovocitos tratados, lo cual seria el paso final para obtener
embriones clonados y viables para su transferencia. Se sabe que la enucleacion
mecanica provoca un decremento en la calidad de los embriones debido el tiempo en
la que ésta se realice, que debe ser realizada alrededor de las 18 horas de

maduracion (Rodriguez et. al. 2004).

La realizaciéon de ICSI también fue realizada con los ovocitos aqui reportados.
Se ha establecido su aplicacion mediante la utilizacién de PVP, para la inmovilizacion
del espermatozoide, el ICSI mayoritariamente es reportado en la reproduccion
humana (Hlinka et. al. 1998). Sin embargo esta técnica puede ser también adaptada
en los animales de granja, para poder acelerar los esquemas de mejoramiento

genético animal.
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El espermatozoide fue depositado en dos pasos en el espacio perivitelino del
ovocito y en un segundo protocolo el ovocito maduro, previamente fue centrifugado
para separar las vesiculas de grasa de la célula y depositar mas profundamente el
espermatozoide. En estos experimentos tampoco se continuo con el desarrollo
embrionario. Se ha reportado que la inyeccion de calcio en el medio de manipulacion,
durante la realizacion de ICSI, favorece la activacion de los ovocitos microinyectados
(Zheng et. al. 2004). En otra situacion también es posible activar los ovocitos

inyectados con el espermatozoide empleando suaves y controladas descargas
eléctricas (Ushijima et. al. 2002).

La produccion in vitro de cantidades ilimitadas, de manera econdmica, de
excelente calidad bioldgica y a disposicién, sera fundamental para establecer
protocolos de manipulacién de genes y el mejoramiento genético de los animales de
granja. Definitivamente el manejo y produccion de ovocitos en ambas especies de

valor ganadero, presenta diferentes adecuaciones en el proceso de maduracién.
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7. CONCLUSIONES

- Es posible obtener ovocitos de ovarios recolectados de vacas y cerdas de

desecho en rastros.

- La maduracion in vitro de ovocitos bovinos dura 20 horas y en ovocitos

porcinos de 42 a 44.

- La activacion partenogénica de ovocitos bovinos (4.65%) se logro mediante el
uso de ETOH y 6-DMAP. En los ovocitos porcinos la activacion (5.61%) se

presentd espontaneamente por estimulacion fisica.

- Se estandarizé la técnica ICSI con los ovocitos producidos.

- Se estandarizo la técnica de enucleacion y transferencia nuclear empleando

células diferenciadas en cultivo

- La produccion de ovocitos maduros viables in vitro representa el material
biolégico necesario para la aplicacion de técnicas de clonacién y/o
transgénesis, ICSI, entre otras; por lo que mediante la realizacion de este
trabajo en el CMEB existe la posibilidad de producir animales con valor

agregado genético.
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ANEXOS

ANEXO 1. Preparacion de soluciones
Solucioén salina bufferada (PBS)
1L H20 destilada
8g NaCl
0.2g KCI
1.44g Na,HPO4
0.24g KH2PO4
En 1Lt H2O bidestilada se mezclan 8g NaCl, 0.2g KCI, 1.44g Na,HPO4, 0.249g
KH2PO4, y se ajusta el pH 7.3 a 7.4pH. Esterilizar en autoclave (Yamato Mod.
SM510).

Medio de manipulacién base
500ml H,0O destilada

4.75gr M 199

4mM NaHCOs3

18mM Hepes

En 500ml H,O destilada se mezclan 4.75g Medio 199, 0.168g NaHCOg3, 2.38¢g
Hepes, y se ajusta pH 7.4, esterilizando por filtracion bajo condiciones estériles en
campana (Labcono Mod. 36209) y utilizando una membrana de 0.22 micrones
(Millipore Cat No. GVWPO04700). Finalmente se conserva a 4°C en la oscuridad en

un contenedor estéril no mas de cuatro semanas.

Medio de manipulacidén suplementado en bovino y porcino

50ml Medio de manipulacion base
5% SFB
50uL Gentamicina
Bajo condiciones estériles se prepara el medio de manipulacién necesario.
Por cada 50ml de medio de manipulacion base agregar 5% SFB y 50ul Gentamicina.

Filtrar con membrana de 0.22 micrones bajo condiciones estériles y mantener a 4°C.
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Medio de maduracion base
500ml H,O destilada
4.75gr M 199
26 mM NaHCO;
10 ng/ml EGF
En 500ml H,O destilada se mezclan 4.75g Medio 199, 1.09g NaHCO3, 500pl

EGF. Esterilizar por filtracion bajo condiciones estériles utilizando una membrana de

0.22 micrones. Finalmente se conserva a 4°C en la oscuridad en un contenedor

estéril no mas de cuatro semanas.

Medio de maduracién suplementado en bovino
0.6mM L-Glutamina
0.2mM Piruvato de Sodio

1ug/ml17-3 Estradiol

50ug/ml Gentamicina
0.1% SFB
0.01U/ml FSH
0.01U/ml LH
En 9ml de medio de maduracién base se agregan 60pul L-Glutamina, 20ul
Piruvato de Sodio, 10ul 17-3 Estradiol, 10ul Gentamicina, 1ml SFB, 10ul FSH, 10pl

LH, se esteriliza por filtrado utilizando una membrana de 0.22 micrones.

Medio de maduracion suplementado en porcino
0.6mM L-Glutamina
0.9mM Piruvato de Sodio

50ug/ml Gentamicina
0.1% PVA

0.6mM Cisteina
3.05mM Glucosa
0.01U/ml FSH
0.01U/ml LH
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En 9ml de medio de maduracién base se agregan 60pul L-Glutamina, 90ul
Piruvato de Sodio, 10ul Gentamicina, 100ul Cisteina, 100ul Glucosa, 1ml PVA, 10pl

FSH, 10ul LH, se esteriliza por filtrado utilizando una membrana de 0.22 micrones.

ANEXO 2. Fabricacion de agujas
La utilizacion de agujas es importante ya que se tiene que debe cuenta la
técnica que se utilizara, por lo tanto existen condiciones especificas para cada una

de ellas en la técnica que se desee emplear.

En ICSI se utilizan capilares de vidrio (Harvard Mod. GC-100T-10), con un
diametro externo de 1.0 mm y un diametro interno de 0.78 mm. Para la fabricacion
de agujas de sujecion se emplea el restirador (Narishige Mod. PN-30), con
condiciones de calor de 82.7, de sub-magneto de 29.9 y de magneto principal de
76.6. A continuacion con el pulidor se corta la aguja con el diametro deseado, 150
Mm de diametro externo y 20 um de didametro interno y finalmente se aplica calor a /4
de la punta para doblarlo 15°. En la fabricacion de una aguja de microinyeccion, por
medio del restirador se divide la aguja en dos, a continuacion con el pulidor
(Narishige Mod. MF-900) se corta la agujas con el diametro deseado, 7uym de
diametro interno para finalmente en el biselador (Narishige Mod. EG-400) se le da

forma la punta con 30° de inclinacién.

Para la TN se utilizan capilares de vidrio, con un diametro externo de 1.0 mm y
un diametro interno de 0.78 mm. Para fabricar una aguja de sujecion, por medio del
restirador con condiciones de calor de 82.7, de sub-magneto de 29.9 y de magneto
principal de 76.6 para que se divida la aguja en dos, a continuacion con el pulidor se
corta la aguja con el diametro deseado, 150 ym de diametro externo y 20 ym de
diametro interno y finalmente se aplica calor a ¥4 de la punta para doblarlo 15°. Para
fabricar una aguja de enucleacion, por medio del restirador se divide la aguja, a
continuacién con el pulidor se corta la aguja con el diametro deseado, 15 ym de
diametro interior para finalmente en el biselador se le da forma la punta con 35° de

inclinacion para que la aguja pueda entrar al ovocito.
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