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Resumen

El objetivo de este estudio fue analizar las caracteristicas citogenéticas de ovocitos madu-
rados in vitro de cabras adultas y prepuberes recuperados mediante las técnicas de slicing o as-
piracion. Los complejos camulus-ovocito fueron obtenidos mediante dos procedimientos dife-
rentes (slicing y aspiracion) a partir de cabras prepuberes y adultas sacrificadas en matadero.
Los ovocitos fueron madurados en TCM-199 suplementado con 20% de suero de donante bovi-
no + 10 ug/mL FSH + 1 ug/mL 178 estradiol por 27 horas a 38 °C en 5% de CO2 en aire. Al final
del cultivo, los ovocitos madurados in vitro fueron expuestos a un tratamiento hipoténico y fija-
dos en Carnoy. Los complementos cromosémicos fueron evaluados mediante tincion con Leish-
man. Un total de 145 y 229 ovocitos de cabras adultas y prepuberes, respectivamente, fueron
evaluados. No se observaron diferencias significativas en ninguno de los estadios meiéticos en-
tre ovocitos colectados por slicing y aspiracion ni en el grupo de prepuberes ni en el de adultas.
El porcentaje de ovocitos que alcanzaron el estadio de MII no difirié entre ovocitos de cabras pre-
puberes y adultas (95,3% vs. 95,2%, respectivamente). Un porcentaje de los ovocitos madura-
dos in vitro mostraron figuras de MII no reducidas tanto en las cabras prepuberes como en las
adultas. El porcentaje de MII no reducidas observadas fue mayor en ovocitos de cabras prepu-
beres que en las cabras adultas (16,09% vs. 4,90%, respectivamente, P< 0,05). Estos datos su-
gieren que, a pesar de la alta incidencia de MII no reducidas, los ovocitos de cabras prepuberes
progresan meioticamente de la misma manera que los ovocitos de cabras adultas.

Palabras claves: ovocitos, cabra, MIV, andlisis citogenético.

Cytogenetic evaluation of goat oocytes matured in vitro

Abstract

The aim of this study was to analyze the cytogenetic characteristics of in vitro matured
oocytes from adult and prepubertal goats recovered by slicing or aspiration. Cumulus oocytes
complexes were obtained by two different procedures (slicing and aspiration) from ovaries of
slaughtered prepubertal and adult goats. Oocytes were matured in TCM-199 supplemented
with 20% Donor Bovine Serum + 10 pg /mL FSH + 1 ug/mL estradiol 17f for 27 h at 38°C in 5%
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CO2 in air. At the end of the culture, IVM oocytes were exposed to hypotonic treatment and fixed
in Carnoy’s fixative. Chromosome complements were evaluated by Leishman-staining. A total
of 145 and 229 oocytes from adult and prepubertal goats, respectively, were evaluated. No sig-
nificant differences were observed in any of the meiotic stages between the oocytes collected by
slicing and aspiration in either prepubertal or adult group. The percentage of oocytes that rea-
ched the MII stage did not differ between oocytes from prepubertal and adult goats (95.3 vs.
95.2%, respectively). A percentage of in vitro matured oocytes showed unreduced MII figured for
both prepubertal and adult goats. The observed percentage of unreduced MII was higher in
oocytes from prepubertal goats than adult goats (16.09 vs. 4.90%, respectively, P<0.05) The
data suggest that, in spite of the higher incidence of unreduced MII, oocytes from prepubertal

goats meiotically progress in the same manner as the oocytes from adult goats.

Key words: oocytes, goat, IVM, cytogenetic analysis.

Introduccion

Los ovocitos recuperados de ovarios de
hembras prepuberes sacrificadas en mata-
dero han sido considerados una de las fuen-
tes de ovocitos para la fecundacion in vitro
(FIV). Sin embargo, cuando se usan ovocitos
de hembras inmaduras, la optimizacion de
la maduracion in vitro (nuclear y citoplas-
matica) es esencial para el éxito de la FIV. De
hecho, los resultados publicados usando
este material son variables dependiendo del
laboratorio y de la especie utilizada (1, 2).

La maduraciéon nuclear es un paso im-
prescindible para lograr una fecundacion
ormal. El nucleo del ovocito reinicia la
meiosis progresando desde el estadio de ve-
sicula germinal (dictiotene) hasta bloquear-
se de nuevo en la metafase II. Muchos facto-
res pueden afectar la finalizaciéon de la meio-
sis. La edad de la hembra donante de ovoci-
tos es uno de esos factores. Diversos autores
no han hallado diferencias en los resultados
de maduracion entre los ovocitos de hem-
bras adultas y los ovocitos procedentes de
hembras prepuberes tratadas o no hormo-
nalmente (caprino: Martino et dl. (3), Mogas
et al. (4); ovino: Ledda et al. (5); bovino:
Armstrong et dl. (6), Revel et al. (7), Damiani
et al. (8), O'Brien et dal. (9)), mientras que
otros estudios describen que los ovocitos
provenientes de ovarios prepuberes no rei-
nician la meiosis como lo hacen los proce-

dentes de adultas (10). Wiesak etal. (11), tra-
bajando con ovocitos obtenidos mediante di-
seccion folicular a partir de ovarios de cer-
das ciclicas y prepuberes, ambas tratadas
hormonalmente, encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de ovocitos en
vesicula germinal (VG) (3,3% vs. 42,1%, res-
pectivamente) pero no en el de ovocitos en
metafase II (MII) (18,3% vs. 21,4%, respecti-
vamente). Koening y Stormshak (12), en su
estudio citogenético de ovocitos de cerdas ci-
clicas (tercer ciclo) y puberes, observaron
que las hembras puberes ovulan un mayor
porcentaje de ovocitos inmaduros (VG)
(33,3%) que las hembras ciclicas (24,1%); el
porcentaje de ovocitos maduros también fue
significativamente distinto (66,7% vs.
75,9%, respectivamente). Igualmente
encontraron que la frecuencia estimada de
no-disyuncion fue mayor entre los ovocitos
de hembras puberes que entre las ciclicas.
En su trabajo, Ledda et dal. (13) observaron
que la tasa de progresion meiética es signifi-
cativamente menor en ovocitos de ovejas jo-
venes (8%) que en los ovocitos de adultas
(68%) cuando no se afiaden gonadotropinas
en el medio de cultivo.

Respecto al diametro folicular, diversos
estudios han demostrado su correlacién con
la capacidad del ovocito de madurar, ser fe-
cundado y desarrollarse in vitro (14, 15). Le-
chniak et al. (16) investigaron la relacion en-
tre la ploidia de ovocitos bovinos madurados
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in vitroy su diametro, y concluyeron que los
ovocitos de mayor tamano llevan a cabo las
divisiones meidticas de manera normal,
mientras que sus contrapartes de menor ta-
mano tienden a seguir una via anormal de
maduracion. Yang et dal. (17), en su estudio
sobre el control de la maduracion de ovoci-
tos bovinos provenientes de hembras adul-
tas, observaron que las tasas de madura-
cion, division y desarrollo embrionario son
significativamente menores en los ovocitos
provenientes de foliculos pequenos (< 2 mm)
que en los provenientes de foliculos media-
nos (2-5 mm) y grandes (5-8 mm). Crozet et
dal. (18) encontraron resultados similares en
ovocitos de cabras y reportaron diferencias
en la tasa de maduracion, division y desa-
rrollo embrionario entre los ovocitos prove-
nientes de foliculos pequenos (2-3 mm), me-
dianos (3,1-5 mm) y grandes (> 5 mm). Mar-
tino et al. (19) observaron que en cabras pre-
puberes deben usarse foliculos con mas de
2,5 a 3 mm para obtener ovocitos meiética-
mente competentes. Los métodos usados
comunmente para recuperar ovocitos son la
aspiracion folicular y las técnicas de recogi-
da en masa. Usando el método de aspiracion
se pueden seleccionar los foliculos de mas
de 2,5 mm, mientras que la poblaciéon de
ovocitos obtenida mediante slicing es mucho
mas heterogénea en cuanto al diametro foli-
cular y del ovocito.

La tincion con lacmoid se ha utilizado
para evaluar la maduracion (MIV), como
control previo a la FIV (3, 4, 13, 20, 21). Sin
embargo, la estimacion de la maduracion
del ovocito usando esta metodologia no es
un método muy preciso, principalmente de-
bido a que el estadio meidtico es evaluado
indirectamente mediante la observacion del
primer corpusculo polar. Las técnicas cito-
genéticas pueden utilizarse para una eva-
luaciéon mas precisa de la progresion nu-
clear durante la MIV. Se han realizado estu-
dios citogenéticos con ovocitos de diversas
especies de animales domésticos con el ob-
jetivo de evaluar la MIV. Cerdo: McGaughey
y Polge, 1971, citado por King (22); Koening

y Stormshak (12); Sosnowski et al. (23).
Bovino: King et dl. (24), Ectors et al. (25),
Sosnowski et al. (26) y Lechniak et al. (16).
Oveja: Jagiello et al., 1974, citado por King
(22). Yegua: Brinsko et dl. (27). Cuatro confi-
guraciones cromosomicas basicas de la MII
en ovocitos han sido observadas: la MII ha-
ploide, MII hipohaploides e hiperhaploides
(aneuploides) y MII diploide.

Los estudios citogenéticos con ovocitos
de cabra se han centrado en el estudio de la
secuencia temporal de las divisiones meioti-
cas (24, 25) y no se tiene conocimiento de es-
tudios que describan las caracteristicas cito-
genéticas de ovocitos de cabras adultas y
prepuberes madurados in vitro.

El objetivo final de los estudios realiza-
dos en este trabajo fue comprobar si las ano-
malias cromosémicas de los ovocitos eran
responsables del bajo nimero de blastocistos
caprinos obtenidos en nuestras condiciones
de cultivo. Para lograr esto se planteo llevar a
cabo un analisis citogenético que permitiera
evaluar la progresion meiética de la madura-
cion in vitro en ovocitos de cabra, determi-
nando ademas el efecto de la técnica de reco-
gida de ovocitos y la edad de la donadora.

Materiales y métodos

Coleccién de ovocitos

Los ovarios de cabras prepuberes
(aproximadamente de 2 meses de edad) y
adultas (multiparas y no preniadas) fueron
recogidos en un matadero comercial y trans-
portados al laboratorio en PBS (P-4417, Sig-
ma, St. Louis, MO, USA) suplementado con
gentamicina (50 mg/L) a 35-37 °C en conte-
nedores isotérmicos. Una vez en el laborato-
rio, los ovarios fueron lavados en PBS + gen-
tamicina a 38,5 °C. Los complejos cumu-
lus-ovocito fueron recuperados mediante
dos métodos distintos. E1 método de slicing,
que consiste en cortar sucesivamente la su-
perficie del ovario con una hoja de bisturi en
una placa de petri que contiene medio TCM-
199 (M-2520, Sigma) suplementado con 2,2
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mg/mL NaHCO,, 50 g/mL de gentamicina y
11 mg/L de heparina (H-3393, Sigma), libe-
randose ovocitos provenientes de foliculos
de cualquier tamano; y el método de aspira-
cion, mediante el cual se realiz6 la puncion
de todos los foliculos visibles en la superficie
del ovario que tuvieran mas de 2,0 mm de
diametro, con ayuda de una jeringa de 1 mL
unida a una aguja de 21 g.

Maduracién in vitro

Se seleccionaron aquellos ovocitos con
mas de una capa compacta de camulos, y ci-
toplasma homogéneo. La MIV se llevo a cabo
siguiendo la metodologia descrita por Mogas
et al. (4). El medio de maduracion fue el
TCM-199/HEPES (M-7528, Sigma) suple-
mentado con 275 mg/L de piruvato sodico
(P-2256, Sigma), 50 ug/mL de gentamicina,
146 mg/L de l-glutamina (G-5763, Sigma),
20% de DBS (suero de donante bovino, Can-
Sera, Rexdale, Ontario, Canada), 10 ug/mL
de o-FSH (Ovagen, Immuno Chemicals Pro-
ducts LTD, New Zealand), 10 ug/mL de LH
(proporcionada por J.F. Beckers, IRSIA Re-
search Unit, University of Liege, Belgium) y
1 ug/mkL estradiol-17p (E-2257, Sigma). Los
complejos cumulus-ovocito fueron cultiva-
dos en grupos de 20 en microgotas de
100 pL de medio cubiertas con aceite mine-
ral (M-3516, Sigma) durante 27 horas a 38,5
°C en una atmosfera con 5% de CO, en aire
saturado de humedad.

Estudio citogenético

Las extensiones cromosomicas se pre-
pararon siguiendo la metodologia descrita
por Brewen y Preston (28) con pequenias mo-
dificaciones. Después del cultivo, los ovoci-
tos fueron colocados en placas pequenas
que contenian citrato sédico al 0,3% duran-
te 10 minutos (tratamiento hipoténico) y fi-
jados mediante tres pases de 12 minutos
cada uno en solucion fijadora de metanol y
acido acético (3:1). Una vez fijados, los ovoci-
tos fueron transferidos a portaobjetos pre-
viamente desengrasados.

Las preparaciones cromosomicas se ti-
neron con colorante de Leishman (Cod
251378, Panreac, Montplet & Esteban S.A.,
Barcelona, Espana) al 20% en tampon de
Leishman (BDH Laboratory Supplies, Poole,
BH15 1TD, England) durante 8 minutos. Se
evaluo el estadio meiotico y la ploidia (ha-
ploide o diploide) de los ovocitos bajo fotomi-
croscopio de contraste de fases (Olympus,
BX40). De acuerdo con las figuras meiéticas
observadas, los ovocitos fueron clasificados
como: profase I, metafase I, anafase-telofase
I y metafase II.

Hubo casos en los que fue imposible
contar el numero exacto de cromosomas. En
estos casos un ovocito fue considerado di-
ploide cuando el numero de cromosomas
claramente identificables fue mayor de 45.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con un Test de
Chi-cuadrado bajo la aplicaion del paquete
estadistico SAS® (29). Las diferencias fueron
consideradas significativas para valores de
P< 0,05.

Resultados

En la tabla 1 se presentan las caracte-
risticas citogenéticas de los ovocitos estu-
diados.

De los 355 ovocitos madurados in vitro
provenientes de cabras prepuberes (recupe-
rados por slicingy por aspiracion), se pudie-
ron realizar extensiones cromosoémicas de
297 de ellos, de los cuales 229 fueron anali-
zados citogenéticamente. Los 68 restantes
fueron descartados por la poca calidad de las
extensiones (superposicion de cromosomas,
abundantes restos celulares o dificultad
para reconocer el estadio meiético). El anali-
sis citogenético revelo que la maduracion
nuclear (figuras en metafase II, figura 1AB)
se conseguio en 218 de los ovocitos analiza-
dos (95,2%). Sin embargo, 35 de estos ovoci-
tos en MII (16, 1%) mostraron un numero di-
ploide de cromosomas (figura 1C).
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De los 147 ovocitos madurados in vitro
procedentes de cabras adultas, fueron ex-
tendidos 145 para el analisis cromoso6mico,
de los cuales 107 pudieron ser evaluados ci-
togenéticamente. Ciento dos ovocitos
(95,3%) progresaron hasta el estadio de MII,
5 de los cuales (4,9%) presentaron un nu-
mero diploide de cromosomas.

Del total de ovocitos fijados, el porcen-
taje de ovocitos no-analizables no difiere en-
tre los ovocitos provenientes de cabras pre-
puberes y los de adultas (22,9% vs. 26,2%,
respectivamente), ni entre los ovocitos recu-
perados por slicing o aspiracion (27,0% vs.
24,0%, respectivamente). No se observaron
diferencias significativas en ninguno de los
estadios meioticos entre ovocitos recogidos
por aspiracion y slicing tanto en el grupo
prepuber como en el de adultas.

El porcentaje de MII totales (reducidas
+ no reducidas) no difiere entre los ovocitos
provenientes de cabras prepuberes y los de
adultas (95,2% vs. 95,3%, respectivamen-
te). Sin embargo, si se observé una diferen-
cia significativa en el porcentaje de ovocitos
en MII reducida y no reducida entre los pro-
venientes de cabras prepuberes y los de las
adultas (MII: 79,9% vs. 90,7%; MII2n:
15,3% vs. 4,7%, respectivamente).

Discusion
El estadio meiético de los ovocitos en el
momento de la fecundacion tiene un impac-
to directo sobre el éxito final de la fecunda-
cion. Se sabe que el estadio de MII es el 6pti-
mo, y al evaluar el proceso de maduracion in
vitro, este se da por completado cuando se

observa el mayor porcentaje de ovocitos en
MII (30).

Se han publicado numerosos resulta-
dos acerca de las diferencias en el desarrollo
de los ovocitos recuperados por distintos
métodos (slicing/aspiracion). Takagi et al
(31), con ovocitos bovinos; Ahmed y Kandil
(32), con ovocitos bubalinos; y Keskintepe et
al. (33), con ovocitos caprinos, encontraron

diferencias en las tasas de fecundacion y de
desarrollo embrionario entre los ovocitos re-
cuperados por slicing y por aspiracion. Arlo-
tto et al. (34) y Hamano y Kuwayama (35),
con ovocitos bovinos, y Pawshe et al. (36),
con ovocitos caprinos, no encontraron dife-
rencias en ninguno de los parametros valo-
rados (MIV, division, desarrollo embrionario)
entre los ovocitos recuperados mediante
dichas técnicas. En nuestro estudio no se
observaron diferencias significativas en el
numero de ovocitos recuperados por aspira-
cion o slicing que alcanzaron el estadio de
MII después de 27 horas de cultivo (140/147
vs. 180/189). Estudios realizados por Marti-
no et al. (37) describen una tasa menor de
maduracion en ovocitos de cabra recupera-
dos por slicing que en ovocitos recuperados
por aspiracion o diseccion de foliculos. Esta
discrepancia en los resultados puede deber-
se a que la seleccion de ovocitos obtenidos
por slicing, método utilizado corrientemente
en nuestro laboratorio durante todos estos
anos, se ha hecho mas estrictamente.

El porcentaje de retraso o bloqueo de la
maduracién meiética (observacion de figu-
ras de profase I, metafase I y ana-telofase I)
fue el mismo en cabras adultas (4,8%) y pre-
puberes (4,6%). Este porcentaje es menor
que los observados en estudios previos en
cabras: 29,9% (3), 10% (38) y 22,1% (39). Es-
tas diferencias pueden deberse al hecho de
que con la tincion de lacmoid, las MII no re-
ducidas pudieron ser clasificadas como MI.

Para nuestro conocimiento, estos son
los primeros datos de metafases II diploides
observadas en ovocitos de cabras madura-
dos in vitro. El porcentaje de MII no reduci-
das en los ovocitos de cabras adultas en
nuestro estudio (4,67%) es similar al obser-
vado después de la MIV de ovocitos bovinos:
2,93% (26), 8,6% (40) y 9,2% (26); de raton:
1,31% (41); porcinos: 5,9% (12)y 12,8% (23);
y de caballos: 16,6% (27).

Los ovocitos en metafase II con un nu-
mero diploide de cromosomas pueden tener
su origen en la falta de extrusion del primer
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Figura1l. Estadios meidticos observadosen ovocitos de cabra madurados in vitro. A) Metafase Il haploi-
de normal; cp: corptisculo polar (x10). B) x100. C) Metafase II diploide (x100).

corpusculo polar. La dinamica de la expul-
sion del corpusculo polar puede verse alte-
rada por factores ambientales como la tem-
peratura (42), el tiempo de cultivo (43), la
concentraciéon hormonal en el medio de ma-
duracion (41) o el suero anadido al medio de
maduracion (44). Los ovocitos diploides
también pueden originarse, bien por la fu-
sion citoplasmatica de dos ovogonias, resul-
tando un ovocito gigante en MII, o bien por la
formacion de un ovocito primario tetraploi-
de producto de una division nuclear sin cito-
cinesis (45). En individuos diploides norma-
les, pueden producirse espontaneamente,
con baja frecuencia, ovocitos y espermatoci-
tos tetraploides, como se ha descrito en ra-
tones (46) y en gallinas (47). El origen de es-
tas células germinales anormales pudiera
estar en un fenémeno de endorreduplica-
cion en las ovogonias/espermatogonias o en
una division celular incorrecta en la cual no
se produzca la cariocinesis (division del nu-
cleo). Lim et dl. (48) han observado muchos
ovocitos humanos diploides de tamano nor-
mal, y han explicado que estos podrian ser el

resultado de un fallo en la division celular
después de la duplicacion nuclear.

Los ovocitos diploides pueden dar ori-
gen a embriones triploides después de la fe-
cundacion normal de estos ovocitos. Jacobs
etdl. (49)y Uchida y Freeman (50), haciendo
un estudio de los abortos espontaneos de fe-
tos triploides en humanos, encontraron que
entre 22,6% y 29% de las triploidias se de-
bian a ovocitos diploides.

En nuestro estudio, el porcentaje de
ovocitos diploides fue mayor en cabras pre-
puberes que en adultas (15,3% vs. 4,67%).
Esta diferencia es comparable a la observa-
da en ovocitos ovulados de cerdas puberes
(10,8%) y cerdas con tres ciclos estrales
(5,9%) por Koening y Stormshak (12). Catala
etdl. (51) observaron que los ovocitos diploi-
des como causa de embriones triploides
eran mas comunes en hembras de ratén pre-
puberes (2,61%) que en jévenes (0,34%) y en
las de edad avanzada (0,53%). Muchas teo-
rias han sido postuladas estableciendo que
el desequilibrio hormonal producido al co-
mienzo y al final de la vida reproductiva de la
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hembra puede ser decisivo en la aparicion
de anomalias cromosémicas: Lyon y Ha-
wker, 1973; Crowley etal., 1979, citados por
Catala et al. (51).

Las frecuencias de gametos femeninos
cromosO6micamente anormales varian de
acuerdo con la especie examinada. En el ca-
balloy en el cerdo se han observado frecuen-
cias de ovocitos cromosémicamente anor-
males de 7,9% y 15,5%, respectivamente
(22). En bovinos, la frecuencia varia entre
1,9% y 16,5% (24, 23, 52). En humanos, el
porcentaje de ovocitos desequilibrados cro-
mosomicamente parece ser bastante alto, y
se ha estimado en un 35% (53).

En conclusion, la técnica de recogida de
ovocitos no afecta la progresion meiética en
ovocitos de cabras adultas ni prepuberes. La
edad de la hembra donante de ovocitos no
afecta el porcentaje de ovocitos que alcanzan
el estadio de MII, pero si afecta la frecuencia
de MII reducidas y no reducidas. Sin embar-
go, esta relativamente pequena proporcion de
MII anormales no parece ser la tiinica respon-
sable de las controvertidas diferencias obser-
vadas en la capacidad de desarrollo de los
ovocitos madurados y fecundados in vitro pro-
venientes de hembras adultas y prepuberes.

Conclusiones

Los ovocitos madurados in vitro de ca-
bras prepuberes alcanzan el estadio de MII
en la misma proporcion que los de las adul-
tas, independientemente de la técnica de re-
cogida de ovocitos utilizada. Los ovocitos
madurados in vitro provenientes de cabras
prepuberes presentan un porcentaje mayor
de ovocitos con MII diploides que los prove-
nientes de cabras adultas.
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