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Mejia-Flores et al, 2022
RESUMEN

El objetivo de este estudio fue emplear la tincion de Hoechst 33342 para confirmar la maduracion
in vitro de ovocitos bovinos ademas de la identificacion del primer cuerpo polar. Se utilizaron 48
ovarios obtenidos en el rastro al momento del sacrificio de las vacas, estos fueron transportados
en SSF con 1% de antibidtico a temperatura ambiente. Una vez en el laboratorio los ovocitos se
obtuvieron por medio de aspiracion de foliculos con un diametro de 2-6 mm. Se seleccionaron
ovocitos calidad | y II, segun la clasificacion de Loos y las normas de la Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones (IETS), y cultivados para su maduracion en medio TCM-199,
adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 0.5 ug/ml de FSH, 0.1 Ul/ml de hCG, 50 pg/ml
de gentamicina y 0.2 mM/ml de piruvato de sodio, bajo condiciones de 5% de CO,, 385 °Cy
100% de humedad relativa durante 24 horas. Los ovocitos que presentaban el primer cuerpo
polar, fueron considerados como maduros, y seleccionados para confirmar el estado meidtico
mediante la tincion de Hoechst 0.5 ug/ml 33342 por 10 minutos, para confirmar el estado de
maduracion. Los resultados obtenidos fueron de 88% de ovocitos con buena expansion del
cumulos, y un 72.7% de maduracion confirmada por la tincion de Hoechst 33342; se concluye
que es fundamental evaluar con técnicas confiables cada una de las etapas involucradas con la
técnica de fin, para entender las variaciones en los resultados con los distintos protocolos
empleados para la maduracion de ovocitos in vitro.

Palabras Claves: Ovocito, bovino, maduracion, Hoechst 33342.

ABSTRACT
The aim of this study was to use Hoechst 33342 staining to confirm in vitro maturation of bovine
oocytes in addition to the identification of the first polar body. Forty-eight ovaries obtained from
the slaughterhouse at the time of cow slaughter were transported in SSF with 1% antibiotic at
room temperature. Once in the laboratory, the oocytes were obtained by aspiration of follicles
with a diameter of 2-6 mm. Quality | and Il oocytes, according to Loos classification and
International Embryo Transfer Society (IETS) standards, were selected and cultured for maturation
in TCM-199 medium, added with 10% fetal bovine serum (FBS), 0. 5 ug/ml FSH, 0.11U/ml hCG, 50

ug/ml gentamicin and 0.2 mM/ml sodium pyruvate, under conditions of 5% CO2,
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38.5 °C and 100% relative humidity for 24 hours. Oocytes presenting the first polar body were
considered mature and selected to confirm the meiotic stage by Hoechst 0.5 ug/ml 33342 staining
for 10 minutes, to confirm the maturation stage. The results obtained were 88% of oocytes with
good expansion of the cumulus, and 72.7% of maturation confirmed by Hoechst 33342 staining;
it is concluded that it is essential to evaluate with accurate techniques each of the stages involved
in the technique, to understand why there are variations in the results with the different protocols
used for in vitro oocyte maturation.

Keywords: Oocyte, bovine, maturation, Hoechst 33342.

INTRODUCCION
La seleccion genética y los esquemas de cruzamiento pueden ser optimizados con la produccion
de embriones in vitro (PEIV). Esta Ultima técnica esta integrada por tres etapas: maduracion in
vitro de ovocitos (MIV), fertilizacion in vitro (FIV) y cultivo in vitro de los embriones para su
desarrollo (CIV). Los resultados logrados actualmente con la PEIV son alrededor del 30 a 40 % de
blastocistos. Estos resultados tan bajos han sido atribuidos entre otras cosas a la poblacion
heterogéenea de ovocitos obtenidos de los foliculos presentes en los ovarios (Baruselli et al., 2006;
Ward et al., 2002; Van Blerkom et al., 1990). De manera general el material bioldgico para la
obtencion de los ovocitos son de los ovarios obtenidos de vacas sacrificadas en rastro a través
de la aspiracion folicular; colectandose solo los ovocitos de los foliculos de 2 a 6 mm de diametro.
La maduracion del ovocito es definida como el reinicio y terminacion de la primera division
meidtica, con la subsecuente progresion a metafase Il, y los procesos nuclear y citoplasmatico,
son esenciales para la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (Sirar, 2011; Gordon,
2003). Dentro de los procesos nucleares se da la reduccion del nimero de copias maternas, el
rompimiento de la vesicula germinal, y el ovocito transcripcionalmente quiescente reinicia la
meiosis, este proceso culmina con la expulsion del primer cuerpo polary el arresto de la cromatina
materna en metafase Il (Sirar, 2011). Los cambios marcados que ocurren en el ovoplasma son
colectivamente referidos como maduracion citoplasmatica e incluyen modificaciones en el
citoesqueleto como son la redistribucion de organelos, reduccion de los niveles de RNAmM y

cambios en los patrones de
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sintesis proteica. Dentro del foliculo existen diferentes tipos de células somaticas que rodean al
ovocito (Epigg, 2001). La comunicacion bi-direccional entre el ovocito y las células somaticas es
importante en el crecimiento y maduracion del ovocito (Gilchrist et al., 2008). La morfologia de
las células del cumulus, que rodean al ovocito ha sido comunmente utilizado desde tiempo atras
como un criterio de seleccion para incluir a los ovocitos que seran madurados in vitro (Bunel,
2015; Gilchrist et al., 2004; Matzuk et al., 2002; Epigg, 2001; Shioya et al., 1998).

El grado de expansion de las células del cumulus puede ser usado como un indicador morfologico
de la maduracion del ovocito. Sin embargo es discutible en cuanto a sf la expansion de las células
del cumulus esta directamente relacionada con la capacidad de desarrollo y maduracion del
ovocito (Luciano et al.,, 2004; Ali A, 2002; Goud et al., 1998).

Hoechst es un fluoroforo utilizado de manera rutinaria para tefiir DNA en embriones para evaluar
FIV. Este fluorescente sintético penetra la membrana de la células y actda en un sitio especifico
del DNA tiféndolo, pero su empleo para identificar la maduracion no es muy comun. El interés
de corroborar si la expansion de las células del cumulus en ovocitos madurados in vitro coincide
con la presencia del primer cuerpo polar, radica en emplear como un criterio confiable la
expansion de las células de cumulus para seleccionar a los ovocitos madurados para FIV. Por lo
que el objetivo de este estudio fue evaluar la maduracion de ovocitos bovinos identificando la
presencia del primer cuerpo polar con el apoyo de un microscopio estereoscopico y confirmado

por la tincion de Hoechst 33342.

MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron 48 ovarios de vacas sacrificadas en rastro, los cuales se transportaron a una
temperatura de 25-30 °C, mantenidos en solucion salina fisiologica con antibidtico (Iml/L de
gentamicina) para su conservacion. Una vez en el laboratorio los ovarios fueron lavados con SSF
a temperatura ambiente (20-25 °C) las veces necesarias para descartar detritus celulares y sangre.
Coleccion y Maduracion In Vitro de ovocitos.
El complejo cumulus-ovocito (CCO) fue obtenido por el método de aspiracion, utilizando una

aguja del numero 18 y una jeringa hipodérmica de 5 ml con medio de manipulacion (TCM-199
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mas 25mM de HEPES) a partir de foliculos con un diametro de 2-6 mm. Después de la aspiracion
de los foliculos, se llevd a cabo la diseccion de los mismos, utilizando una hoja de bisturi para
realizar cortes transversales y longitudinales en la superficie de los ovarios; las incisiones fueron
lavadas con medio de manipulacion (TCM-199 y 25 mM HEPES) a temperatura de 23-25 °C,
empleando una jeringa hipodérmica de 10 ml'y una aguja del nimero 16. El liquido colectado del
lavado, asi como el obtenido de la aspiracion se coloco en cajas de petri para localizar los ovocitos
con un microscopio estereoscopico. Los ovocitos localizados se depositaron en un caja de petri
con medio de manipulacion a 25° C previamente calentado y con el apoyo de un microscopio
estereoscopico se clasificaran los ovocitos por: el numero de capas de células de la granulosa
que posea, coloracion uniforme del nucleo, integridad de la zona pelicida, de acuerdo a la
clasificacion mas empleada actualmente que es la de Loss F, 1989 y las normas de la Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones (IETS).

Para la maduracion se utilizaron aquellos ovocitos clasificados como tipo |y Il, y se incubaron en
el medio de cultivo TCM-199, adicionado con 10% suero fetal bovino (SFB), 0.5 ug/ml de FSH, 0.1
Ul/ml de hCG, 50 ug/ml de gentamicina y 0.2 mM de piruvato de sodio, bajo las siguientes
condiciones: 5% de CO,, 38.5 °C de temperatura y 100% de humedad relativa.

Después de 24 hrs en cultivo los ovocitos fueron transferidos a tubos eppendorf que contenian
0.1% de hialuronidasa en medio de manipulacion suplementado con 4 mg/ml de sero albumina
bovina (fraccion v) y fueron desnudados utilizando el vortex por 2 minutos para eliminar todas

las células del cumulus (Stojkovic et al., 20071).

Evaluacion de la maduracion.

Los ovocitos que presentaban el primer cuerpo polar, fueron considerados como maduros, vy
seleccionados para confirmar el estado meidtico mediante la tincion de Hoechst 33342 de la
cromatina. Los ovocitos desnudos fueron fijados en 4% formaldehido en DPBS, y permeabilizados
con 0.2% Triton X-100 y 0.1% Tween-20 en DPBS por 40 min, lavados 3 veces en DBS/BSA y
teflidos 0.5 ug/ml de Hoechst 33342 por 10 min para confirmar el estado de maduracion. Después
de lavarlos, los ovocitos fueron montados en laminillas y observados bajo un microscopio de
fluorescencia.
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Se realizaron 4 repeticiones, en total se maduraron 158 ovocitos (Tabla 1), de los cuales 139 (88%)

presentaron buena expansion de las células del cumulus (Fig.1 a y b), se eliminaron 19 debido a

que no expandieron; 107 (72.7%) de los 139 que tuvieron buena expansion de las células del

cumulus tuvieron presencia del primer cuerpo polar, la cual se confirmo por medio de la tincion

de Hoechst 33342 (Fig.2), observando la metafase Il de la meiosis.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que existe un 15.3 % menor de ovocitos

maduros confirmados mediante la tincion de Hoetch, y que la expansion de las células del

cumulus no indica que el 100% de los ovocitos expandidos hayan madurado.

Tabla 1. Porcentaje de ovocitos de bovino madurados in vitro tomando como parametros

la expansion de las células del cumulus, la presencia del primer cuerpo polar y la tincion de

Hoechst.
OVOCITOS CON
OVOCITOS EXPANSION CELULAS i
MADURADOS CAL:DAD CALIZDAD DEL CUMULUS T|I-|I\é)CEI8|Ij|ISI?rE
BUENA NULA
No. de
ovocitos 21 1 10 18/21=85.7% 3 9/18=50%
No. de
ovocitos 52 32 20 43/52=82.5% 9 41/43=95.3%
No. de
ovocitos 45 25 20 40/45=88.8% 5 34/40=85%
No. de
ovocitos 40 22 18 38/40=95% 2 23/38=60.5%
Promedio
158 88% 72.7 %
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Fig. 1a) Ovocitos de bovino madurados in vitro con el protocolo 5 donde se muestra la expansion
de las células del cumulus. b) Mayor aumento de los ovocitos (200X). (Flecha sefala al ovocito y

punta de flecha indica las células del cumulus en expansion).

La maduracion nuclear esta definida como la proporcion de ovocitos que desarrollan a MIl. In
vivo la oleada preovulatoria de LH estimula al ovocito en dictioteno (arrestado en profase I) para
reiniciar la meiosis. En la mayoria de los casos, el ovocito ha completado su maduracion antes de
la ovulacion, mientras que el reinicio de la meiosis in vitro ocurre espontaneamente cuando el
complejo cumulus-ovocito (CCO) es removido del foliculo e incubado bajo condiciones
adecuadas (Pilar Coy, 2005; Pincus y Enzmann, 1935). Por lo que es importante seleccionar los
CCO’s que tengan una calidad 1 6 2 ya que provienen de una poblacion extremadamente
heterogénea en cuanto a calidad, estado meiotico y de desarrollo (Auclair S, 2013). Auclair, 2013
en su trabajo de investigacion empleo para la medir el estado meiotico de los ovocitos la tincion
de Hoechst, en donde reporta un 89.3% en metafase Il en ovocitos con células del cumulus y un
88.2% con ovocitos desnudos no encontro una diferencia significativa en el porcentaje de
maduracion entre ambos grupos; sin embargo en el proceso de fertilizacion in vitro, la tasa de
desarrollo embrionario se vio reducida en un 50% en aquellos ovocitos madurados desnudos con
respecto a los que mantenuan el complejo cumulus-ovocito. La comprobacion del estado de
maduracion y del desarrollo embrionario se realizo mediante la utilizacion de Hoechst 33342, lo

que demuestra el empleo de dicha técnica para evaluar ambos procesos.

Fig. 2. Ovocito de bovino tefiidos con Hoechst 33342. a) Contraste de fases de un ovocito. b)

Ovocito observado en microscopio de fluorescencia donde las flechas indican la presencia del
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DNA. ¢) Misma imagen del ovocito en b) observado a mayor aumento (400X) la flecha continua
sefala el DN del primer cuerpo polar y la flecha punteada sefiala los cromosomas en metafase |l.
Alvarado, 2018 reporta el empleo de la tincion de Hoechst 33342 como método para evaluar la
maduracion nuclear de los ovocitos in vitro, sus resultados muestran un 66% de ovocitos
madurados in vitro, estos resultados son menores a o obtenido en el presente estudio; la
importancia es su empleo tanto en la maduacion in vitro como para el desarrollo embrionario, es
decir es un técnica que nos permite evaluar ambos procesos.
En un estudio realizado en 2007, donde seleccionaron la calidad del CCO’s, Mayes y Sirard, no
encontrardn una diferencia significativa en el grado de maduracion entre los ovocitos calidad 1y
2, sin embargo encontré una disminucion significativa en los ovocitos madurados clasificados
como calidad 3y 4.
Khurana y Niemann, 2000 reportan diferencias en las tasas de maduracion, fecundacion vy
desarrollo entre los diferentes grupos de ovocitos, para la produccion de embriones, y que a
excepcion de los diferentes grados de las células del cumulus, los ovocitos que pertenecen a la
diferentes categorias morfoldgicas fueron expuestos a condiciones similares para la produccion
de embriones in vitro, los resultados obtenidos indican un papel importante de las células del
cumulo en estos procesos.
En estos dos Ultimos estudios, se confirmo el estado de maduracion por la tincion con aceto-
orceina, y se verifico por la presencia del primer cuerpo polar. Una de las ventajas del empleo de
la tincion de Hoechst en comparacion con la tincion de aceto-orceina es que no se requiere de
una capacitacion previa y tampoco de experiencia para interpretar la tincion de la cromatina, es
muy confiable ya que se observa claramente el estado de metafase Il de la cromatina.
Los resultados obtenidos en ovocitos bovinos madurados in vitro por los trabajos antes
mencionados son similares a los logrados en este trabajo. La diferencia en los porcentajes
alcanzados en este estudio entre ovocitos expandidos y aquellos que presentaban cuerpo polar,
posiblemente se deba al efecto de las gonadotropinas sobre las células del cumulus que contenia

el medio de maduracion.
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CONCLUSIONES
Con estos datos logrados en este estudio, se concluye que es necesario evaluar con técnicas
confiables cada una de las etapas involucradas con la técnica de fin, para entender porque se
presentan variaciones en los resultados con los distintos protocolos empleados para la

maduracion de ovocitos in vitro.
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