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FERTILIZACIÓN IN VITRO EN
BOVINOS

INTRODUCCIÓN

El término Fecundación In Vitro (FIV), implica que esta se realiza en unlaboratorio, ella involucra el control de los mecanismos de maduración einteracción de los gametos femeninos y masculinos en un ambiente artificial con elfin de producir embriones.El objetivo de este manual es proporcionar técnicas básicas de la FIV y suaplicación en el bovino.Han pasado más de 100 años que Hermann Fol, un Zoologista suizo, observó porprimera vez un espermatozoide penetrando a un ovum de estrella de mar y laformación de la primera célula del futuro embrión (Del Campo MR y col, 1994). Lasprimeras investigaciones se hicieron en especies de invertebrados marinos. Larazón de esto, es que la fecundación ocurre afuera de la hembra (en agua de mar),al contrario de los mamíferos, en los que ocurre dentro del organismo.Desde 1950, las técnicas de FIV han sido desarrolladas y perfeccionadas de talforma que el cultivo, la fecundación y el desarrollo embrionario temprano se llevaa efecto in vitro. Esto ha permitido estudiar y entender en mejor forma lasinteracciones ovum-espermatozoide en los animales mamíferos (Iritani A y NiwaK, 1997; Benau DA y Storey BT, 1988).Han trabajado con éxito entre otros, los laboratorios de los Drs. T. Greve y P. Hyttelen Dinamarca, Dr. A. Hanada en Japón, Dr. O. Ginther, Dr. N. First y Dr. J. Parrish enUSA, Dr. R. Mapletoft en Canadá y Dr. C. Barros en Chile (Del Campo MR, 2001)La primera cría nacida por FIV fue reportada en el conejo en 1959 (Barros B y col)y en 1968 en ratón de laboratorio (Del Campo MR, 1990). En 1977, se obtuvo elprimer bovino por FIV, con semen capacitado en el oviducto de la vaca o útero dela coneja (McKinnon AO y col, 1992). El primer ternero resultado de un ovocitomadurado y fecundado in vitro nació en 1986 después que el embrión fuecultivado en el oviducto de una oveja por 5 días (Del Campo MR, 1995). Sinembargo, los primeros terneros nacidos de ovocitos madurados in vitro,fecundados in vitro y cultivados (desarrollo temprano) in vitro se reportó en 1987(Kruip AM, Dieleman SJ, 1982). Un año más tarde en Latinoamérica, se produjo enUruguay, el primer nacimiento de dos terneros obtenidos de FIV, en el Laboratoriode Biotecnología de la Reproducción, dirigido por la Dra Clara Larocca, apoyadopor JICA, Japón (Ver Foto 1).
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Foto 1: Primeros terneros nacidos por FIV en Uruguay

TECNICA Y METODOLOGIA DE LA FECUNDACION IN VITRO
EN EL BOVINO

La FIV en el bovino, se efectúa en varias etapas, ellas comprenden:1) Recuperación y clasificación de los complejos cúmulus ovocitos (COC) obtenidosde los ovarios, ya sea de especímenes colectados en el matadero o recuperados dehembras vivas.2) Maduración de los COC3) Fertilización4) Cultivo de desarrollo de los cigotosLos embriones así producidos pueden ser transferidos inmediatamente areceptoras, congelados o destinados a la investigación.Hay que distinguir que en la técnica de FIV desarrollada rutinariamente en loslaboratorios de investigación se usan ovarios (para la recuperación de ovocitos) dehembras que han sido faenadas en el matadero, que no tienen prácticamenteningún valor genético.Por supuesto, en programas reproductivos, los embriones producidos in vitroprovienen de hembras de alto valor genético.Otra técnica que se ha desarrollado en los últimos años es la obtención de ovocitospor punción de los ovarios in vivo (OPU, ovum pick up)
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CULTIVO Y MEDIOS

En la producción in vitro de embriones, los elementos constitutivos de los medios,son de importancia capital.El mayor componente de los medios de cultivo es el agua, conteniendo tambiéniones inorgánicos (con funciones catalíticas y fisiológicas) (Palasz AT y col, 2000);aminoácidos, implicados en la síntesis proteica y vitaminas, que juegan un papelimportante como coenzimas en el metabolismo (Lehninger AL, 1975).Diversos autores han estudiado el efecto de la adición de hormonas, tales como LH,FSH y 17β estradiol, en los medios de maduración y desarrollo. Como alternativa,se pueden emplear suero de vaca en celo (SVC) y/o licor folicular bovino (LFb),componentes biológicos, más económicos (Larocca y col; 1993; 1997). Se haestudiado el efecto de adicionar LFb a diferentes concentraciones y proveniente dediferentes fuentes al medio de maduración y/o de desarrollo, encontrándoseefectos positivos (Larocca y col, 2004). El LFb contiene esteroides,glucosaminoglicanos y muchos otros metabolitos sintetizados por las células de lateca folicular (Romero y Sidel, 1994; Sirard y col, 1995).Una forma de suplementar proteínas a los embriones in vitro es mediante laadición al medio de suero fetal bovino (SFb) o de albúmina de suero bovino (BSA).(Palasz AT y col, 2000). El SFb y la BSA afectan al pH del medio y actúan comoquelantes de iones metálicos, contienen factores de crecimiento y ciertascantidades variables de hormonas que inciden el la diferenciación y proliferacióncelular (Ball y col, 1985).Los medios de cultivo suelen ser complementados de forma estandarizada conantibióticos para suprimir el crecimiento de microorganismos contaminantes.Otros requerimientos de cultivo son la temperatura, el pH, dióxido de carbono ytensión de oxígeno, osmolaridad y humedad relativa.La osmolaridad óptima en medios de cultivo de embriones bovinos está en el rangode 275 a 285 mOsm. (Gordon, 1994).El pH del medio  de cultivo debe estar entre 7,2 y 7,4, mientras que en los mediosde fecundación, se recomienda ligeramente superior (7,6-7,8) (Palasz AT y col,2000).Las condiciones habituales de las distintas etapas de cultivo de embriones son 5%de CO2 y 95% de aire.  El dióxido de carbono resulta necesario para la regulacióndel pH intracelular (Carner y Bavister, 1986).La temperatura de cultivo utilizada en general por los investigadores es de 38,5ºCcon 100% de humedad.
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RECUPERACION DE LOS COMPLEJOS CUMULUS-OVOCITOS
(COC)

Existen diferentes técnicas de recuperación de COCs según se trate de material dematadero o de hembras vivas.De hembras vivas:OPU. Aspiración con agujas especiales y bomba de vacío, guiada porultrasonografía. Las técnicas de recuperación in vivo se han desarrolladoultimamente y no obstante la "calidad" de los COCs recuperados de folículos detamaño mediano y grande (>5 mm) es muy buena. El número que se recupera esbastante menor que el que se obtiene de los ovarios de frigorífico. (Critser, ES y col,1986)De material de matadero:Los ovarios, colectados de hembras faenadas son transportados en termos quecontienen suero isotónico a 35-37 ºC. La aspiración de los COCs, se realizaaproximadamente dentro de 4 a 6 horas después de faenados los animales.Todos los folículos que no presentan indicios de atresia folicular, entre 2 y 8 mmde diámetro, son aspirados (Parrish JJ y col, 1986; Bielanski A y col, 1993).También se puede utilizar una pequeña maquinita de aspiración. La recuperaciónes moderada y la "calidad" (capacidad de los ovocitos de completar la meiosis) es"buena", en comparación con la técnica de desmenuzamiento (con una hoja deafeitar, se corta la superficie del ovario) en la cual la recuperación es alta, pero lacalidad de los ovocitos es baja. Esto se debe más que nada a que se recuperanovocitos de folículos muy pequeños no antrales que no han alcanzado el tamañoadecuado para ser madurados in vitro (Brogliatti GM y col, 1995).
Clasificación y evaluación de los COCs

Los COCs se categorizan de acuerdo a la morfología de las células del cumulusoophorus y a las características del ovoplasma (Cuadro 1):

Cuadro 1:

Clasificación de los COCs:

Clasificación Calidad Características a evaluar
A Bueno Completamente rodeado por más de 3capas de células del cúmulus ycitoplasma  homogéneo
B Regular Rodeado parcialmente por células delcúmulus o con citoplasma irregular.
C Malo Desnudo.
D Degenerado Rodeado por fibrina (con aspecto de telade araña)(Liebfried L and First N L, 1979; Sato E y col, 1990)
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Foto 2: COCs de calidad A y B

Es bastante difícil seguir una regla fija en lo que se refiere a la clasificaciónmorfológica bajo un microscopio estereoscópico, ya que por un lado, hay una granvariabilidad entre los COCs y por otro, la cantidad de COCs que un técnico debemanipular hace difícil categorizarlos adecuadamente. En el cuadro 2 se muestra unesquema de las diferentes categorías de COCs.
Cuadro 2:

Esquema de Clasificación de los COCs
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Metodología de trabajo

Primer día (se reciben los ovarios)Preparar las soluciones de trabajo (entre 3 y 12 horas antes):Medio de aspiración de ovocitos (m-PBS, 50 ml) (Norio S, 1994).Medio de maduración (M-TCM-199, 20 ml) (Norio S, 1994).Medio de desarrollo (CR1aa, 50 ml) o (D-TCM-199, 10 ml) (Norio S, 1994).Lavar, hacer la asepsia y encender la estufa (38ºC; 5% CO2). En el interior secolocará el M-TCM-199, y el aceite mineral para que se equilibren.Las soluciones stock se preparan como se explica en el anexo a partir de la pág. 16

El aceite mineral se coloca en la estufa con 5% de CO2 en aire, para se equilibre entemperatura y el pH (por lo menos 3 horas antes de su uso)
Metodología para la obtención y clasificación de COCs (complejo
ovocito cúmulus)

El laboratorio debe estar aséptico y con los equipos preparados, previamente alingreso del material de trabajo. Se limpia y desinfectan las superficies de trabajocon alcohol 70º y se verifica que estén todos los materiales necesarios.Se preparan los medios, el baño maría con los elementos y se colocan en estufapara que se templen y equilibren.
1º) Se lavan los ovarios en un colador con sol de NaCl isotónico a 38ºC2º) Se colocan en vaso de bohemia al baño María (38ºC), con sol isotónica3º) Se seca con gasa estéril la superficie del ovario4º) Se carga una jeringa con 1 ml de m-PBS (medio de aspiración)5º) Se aspiran todos los folículos de 2 a 8 mm de diámetro (No aspirar folículos demás de 8 mm de diámetro).6º) Cuando el líquido llena la jeringa, se transfiere suavemente a cajas de Petri de90 mm con fondo cuadriculado, sobre la platina caliente.7º) Se Prepara una placa de Petri pequeña con medio m-PBS para colocar los COCobtenidos y seleccionarlos bajo microscopio estereoscópico.8º) Se colectan los COCs con una pipeta Pasteur de diámetro adecuado,clasificándolos según calidad (A, B, C, D) y seleccionar los de calidad A o los A y B,según el criterio del experimento.
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Foto 3: Ovarios de Vaca

Fotos 4 - 6: Recuperación de ovocitos

Foto 7: Búsqueda bajo microscopio estereoscópico

Los COCs seleccionados, se lavan dos o tres veces en cajas de Petri pequeñas conmedio m-PBS.Se utilizan diferentes medios para el cultivo de desarrollo. Los másutilizados son el CR1aa y el TCM-199.En caso de que el cultivo de desarrollo se realice en medio TCM-199, seránecesario realizar cocultivo con células de la granulosa. En una caja dePetri se coloca medio de cultivo M-TCM-199 cubierto con aceite mineraly se cultivan células de la granulosa en estufa 37ºC con 5% de CO2.Se preparan las cajas de Petri para la  maduración y se colocan en estufaa 38ºC y 5% de CO2 como se explica en la etapa siguiente de maduraciónin vitro.



Yael Filipiak – Clara Larocca

8Fertilización In Vitro en Bovinos

MADURACIÓN IN VITRO

La maduración del ovocito in vitro que incluye la maduración nuclear ycitoplasmática fue reportada en 1965 en diferentes especies (Del Campo y col,1995; Hinrichs K, 1993).La meiosis permanece detenida en los ovocitos que se encuentran en los folículoshasta que estos son expuestos a gonadotrofinas que permiten su continuación. Lameiosis in vivo es detenida por sustancias foliculares que aún no están biendefinidas. Sin embargo, los COCs que son removidos desde los folículos, comienzanla meiosis espontáneamente (Cuadro 3).En el proceso de maduración in vivo de los ovocitos, intervienen la hormonafolículo estimulante (FSH) en el crecimiento folicular, la hormona luteinizante(LH), que induce la maduración final y la ovulación del ovocito seleccionado (12,38, 44). Varios autores han indicado que para que el proceso de maduración selleve a cabo debe existir un balance hormonal en el folículo (particularmente de losesteroides) (25). En un sistema in vitro, este balance natural es imitado agregandolas hormonas FSH, LH y estradiol 17ß al medio de maduración (TCM-199). Enalgunos laboratorios la adición directa de estas hormonas ha sido substituidaagregando suero de vacas en celo (SVC) y licor folicular bovino (LFb). Estoscomponentes biológicos son suficientes para producir maduración (nuclear ycitoplasmática), expansión de las células del cúmulus y futuro desarrollo del cigoto.
Cuadro 3:

Metodología para la MaduraciónLos ovocitos se lavan dos o tres veces en gotas grandes de 300 µl o en cajas de Petripequeñas con M-TCM-199 y se transfieren a las cajas de Petri con gotas demaduración (M-TCM-199) cubiertas con aceite mineral (previamente equilibradoen estufa).

Maduración de los COCs:

Estructura Tiempo de maduración in vitro de
COC bovinos (hs)Vesícula germinativa (GV) 0.0-6.6Ruptura de la membrana de la GV 6.6-8.0Condensación de la cromatina 8.0-10.3Metafase I 10.3-15.4Anafase I 15.4-16.6Telofase I 16.6-18.0

Metafase II 18.0-24.0Adaptado de Sirard, MA y col, 1989 y Sato E y col, 1990.
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Según la cantidad de COCs o de grupos de COCs se determinará el método a utilizarpara la maduración:
 En el método de una gota, se transfieren 60 COCs juntos a una sola gota de600 µl.
 En el método de gotas múltiples, según la cantidad de grupos, se transfieren agotas de 100 µl, grupos de 10 COCs o grupos de 20-25 COCs se colocan engotas de 200 µlEl rango de COCs a madurar es de unos 10 ovocitos por cada 100 µl de medio M-TCM-199.Para la maduración se preparan cajas de Petri numeradas en la parte inferior paraidentificar los grupos de ovocitos manteniéndolos siempre en gotas separadas.

Foto 8: Gotas de Maduración en 3 gotas de 100 µl

Cuadro 4:
Esquema de lavado y maduración de los COCs:

m-PBS m-PBS M-TCM-199 M-TCM-199 GOTAS DEMADURACIÓNM-TCM-199CUBIERTASCON ACEITEMINERAL

Caja de Petri numerada congotas de maduración,cubiertas con aceite mineral(4 gotas de 100 µ)

C
1

3
2
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Las cajas de Petri preparadas con las gotas de maduración y los ovocitos, cubiertascon aceite mineral, se colocan en estufa a 38ºC y 5% de CO2 por 22 hs.

Foto 9: Cajas de maduración en la estufa incubando en la estufa

Una vez puestos a madurar los ovocitos, el día anterior a la fertilización,componemos las soluciones de BO lavado de semen, BO lavado de ovocitos y BOdilución de semen. Se explica en el anexo.
FERTILIZACIÓN IN VITRO O INSEMINACIÓN

Para que tenga lugar la fertilización del ovocito, los espermatozoides deben serpreviamente capacitados. La capacitación espermática es la reacción donde sonretiradas las glucoproteínas de la membrana del espermatozoide y que le permitenadquirir su capacidad para poder fecundar al ovocito. In vivo, la capacitación delespermatozoide ocurre durante su pasaje por los órganos reproductores de lahembra. Durante la capacitación ocurren varios fenómenos: los espermatozoidesadquieren hipermotilidad progresiva, la capacidad de penetrar el cumullus y sepreparan para para que tenga lugar la reacción acrosómica.

Foto 10: Ovocito siendo
fecundado por

espermatozoides

Fotos 11 y 12: Ovocitos penetrados por un espermatozoide
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Una vez madurados los COCs, se lavan y se colocan en gotas de inseminación quecontengan la concentración de espermatozoides por ml. deseada. La relación es de10 COCs / 100 μl de medio de fecundación.El medio que utilizamos para inseminar se conoce como medio Brackett andOliphant (Brackett BG y Oliphant G, 1975), el cual contiene heparina y cafeína queson necesarias para la capacitación espermática.
Metodología de inseminación

Preparación de los COCsAntes de comenzar con la inseminación, se preparan los COCs.Los ovocitos se lavan en solución BO de lavado de ovocitos 2 ó 3 veces y se dejanen gotas de BO en estufa (a 37ºC y 5% CO2), mientras se realiza la manipulación delsemen. (La preparación de la solución BO se explica en el anexo).En caso de que vayamos a utilizar el medio TCM-199, es necesariorealizar cocultivo con células de la granulosa, presentes durante lamaduración. En ese caso, guardamos la caja con las gotas de M-TCM-199nuevamente en la incubadora para que las células del cúmulus que hayanquedado se sigan desarrollando. En esta etapa hay que tener especialprecaución para que no ocurra contaminación del medio de cultivo.Si se utiliza el medio CR1aa, no es necesario el cocultivo.
Preparación del semen

Con gradiente de Percoll:1º) Se coloca en la platina caliente (35ºC) un tubo cónico de centrífuga yportaobjetos estériles para que se templen.2º) Se coloca en un tubo cónico de centrífuga 1 ml de solución Percoll al 90%(diluída en solución BO de lavado de semen), luego, suavemente se agrega 1 ml desolución Percoll al 45% sobre la solución anterior.3º) Se saca la pajuela de semen del termo de nitrógeno, se mantiene a temperaturaambiente durante 10 segundos y se coloca en Baño María a 35ºC por 30 seg. Seseca con gasa mojada en alcohol.4º) Se corta el tapón con tijera, se invierte sobre el tubo de centrífuga preparadocon el gradiente de Percoll y se corta el otro extremo, se deposita el semensuavemente sobre el Percoll.5º) Se toca con una gota de la pajuela un portaobjetos caliente.6º) Se centrifuga el tubo con el semen y el Percoll a 500 G (1.800 rpm,dependiendo del radio de la centrífuga) durante 15 minutos (equilibrar lacentrífuga con otro tubo que contenga la misma cantidad de agua).Mientras tanto, observar al microscopio el portaobjetos con el semen para evaluarsu calidad según su vitalidad, motilidad y concentración (400x).
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7º) Se toma el tubo de la centrífuga y se aspira el líquido sobrenadante, el pelletque queda en el fondo del tubo se diluye en 5 ml de medio de lavado de semen y serepite el procedimiento centrifugando nuevamente a 500 G por 5 minutos.8º) Se toma el tubo de la centrífuga, se vuelve a aspirar el líquido sobrenadante, secalcula la concentración espermática del pellet que queda en el fondo del tubo y sediluye enrazando al volumen final (como se aclara en el cuadro 5 con medio dedilución de semen.
Con medio BO:1º) Se coloca en la platina caliente (35ºC) un tubo cónico de centrífuga yportaobjetos estériles para que se templen.2º) Se saca la pajuela del termo de nitrógeno, se mantiene a temperatura ambientedurante 10 segundos y se coloca en Baño María a 35ºC por 30 seg.3º) Se seca con gasa mojada en alcohol.4º) Se corta el tapón con tijera, se invierte sobre el tubo de centrífuga inclinado yse corta el otro extremo, el semen baja por la pared del tubo. Se pone el tubo enBaño María a 35ºC.5º) Se toca con una gota de la pajuela un portaobjetos caliente.6º) Al tubo con semen, se le agregan 6 ml de medio de lavado de semen y secentrifuga a 500 G (1.800 rpm, dependiendo del radio de la centrífuga) durante 5minutos (equilibrar la centrífuga con otro tubo que contenga la misma cantidad deagua).Mientras tanto, observar al microscopio el portaobjetos con el semen para evaluarsu calidad según su vitalidad, motilidad y concentración (400x).

Foto 13: Tubo con semen en BO de dilución luego de centrifugado.
Se aprecia el pellet en el extremo cónico del tubo

7º) Se toma el tubo de la centrífuga y se aspira el líquido sobrenadante, el pelletque queda en el fondo del tubo se diluye nuevamente en 6 ml de medio de lavadode semen y se repite el procedimiento centrifugando nuevamente a 500 G por 5minutos.8º) Se toma el tubo de la centrífuga, se vuelve a aspirar el líquido sobrenadante, elpellet que queda en el fondo del tubo se diluye enrazando al volumen final (comose aclara en el cuadro 5 con medio de dilución de semen.
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Cuadro 5:
Cálculo de dilución:

Inseminación:Se prepara una caja de Petri y con el semen ya capacitado y diluido a laconcentración deseada, se preparan gotas para la inseminación, cubiertas conaceite mineral.Se sacan los ovocitos del medio BO, que estaban en la estufa y se colocan porgrupos en las gotas de semen, en una proporción de 10 ovocitos en 100 µlaproximadamente.

Se coloca la caja con los ovocitos y el semen en la estufa a incubar por 5 hs (métodojaponés) (Norio S, 1994) o 24 hs (Uruguay y Argentina) (Cabbio, 2006).Después de la inseminación, preparamos el medio de desarrollo, que consiste enCR1aa (o TCM-199) adicionado, como se explica:Se coloca en estufa el aceite mineral, con 5% de CO2, para se equilibre latemperatura y el pH.
DESARROLLO IN VITRO:

Una vez finalizada la etapa de inseminación, se remueven los cúmulos de losovocitos y se lavan en el medio seleccionado para el cultivo (CR1aa), luego seincluyen en gotas con este medio, cubiertas de aceite mineral y se colocan en laestufa.Para realizar la remoción de los cúmulus se forma una gota de 300 µl del medioTCM-199 con Hepes suplementado con 5% de SFb, en una caja pequeña y sepipetea 40 veces con micropipeta automática de 100 µl.

Se averigua la concentración de espermatozoides que contiene la pajuela para calcular ladilución necesaria para la concentración deseada.Aplicamos la siguiente fórmula:Vol i x [ i ] = Vol f[ f ]

Caja de petri numerada con
gotas de semen,

cubiertas con aceite mineral
(4 gotas de 100 µ)

C
1

3
2
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Luego se lavan los ovocitos en el medio CR1aa dos veces y se pasan a las gotas decultivo.Se coloca la caja de Petri en la incubadora a 38ºC, con 5% CO2.A las 48 a 72 horas se realiza la primera evaluación de división celular.Posteriormente cada 48 horas hasta los días 9-10 en los cuales los ovocitosfecundados deben encontrarse en el estado de blastocisto y/o blastocistoexpandido.
Cuadro 6:

Clasificación de embriones según su desarrollo:

1 CÉLULA 2 CÉLULAS 4 CÉLULAS

8 CÉLULAS 16 CÉLULAS MÓRULA TEMP.

MÓRULA COMP. BLASTOCISTO TEMP. BLASTOCIST

BLASTOCISTO EXP. BLAST. EN ECLO. BLAST. ECLOSIONADO
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Foto 14: Embriones en desarrollo a las 48-72 horas

Foto 15: Embrión de 2 células Foto 16: Mórulas compactas

Foto 17: Blastocistos y blastocistos eclosionando
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Desarrollo in vitro utilizando TCM como medio de desarrollo:

Al retirar los ovocitos de las gotas de inseminación, una vez equilibradas las soluciones,
se forman gotas de cultivo y se colocan los ovocitos de acuerdo a los grupos en las
gotas correspondientes y células del cúmulus de manera alternada con los ovocitos.

Otra forma en que se puede proceder es conservando la caja de petri en la que hicimos
la maduración, como se propuso en esa etapa, la cual tiene algunas células del
cúmulus que han quedado al retirar los ovocitos. Si optamos por este método,
debemos cambiar el medio de las gotas para renovarlo con medio nuevo, pero usando
la misma caja de Petri. Siempre cuidando que no se produzca contaminación.
Las células de la granulosa crecen y se extienden sobre la superficie del fondo de la
gota como una red.
Cada 48 horas se chequea para evaluar desarrollo de los embriones y se realizan
cambios parciales del medio de cultivo.

Caja de petri numerada con los ovocitos
fertilizados y células de la granulosa,

en gotas de M-TCM-199, cubiertas con
aceite mineral (4 gotas de 100 µ)

C
1

3
2
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ANEXO

Preparación de las soluciones stock

Las soluciones stock servirán para componer los medios para las respectivas etapas.Las soluciones a preparar son:
SOLUCIONES STOCK MEDIOS DE CULTIVOPBS (+) (Buffer Fosfato Salino) m-PBS – Medio de aspiración y lavado deovocitos

TCM-199 (medio de maduración con sales deEarl) M-TCM-199 – Medio de maduraciónD-TCM-199 – Medio de desarrollo
BO Stock (Soluciones A y B) (Brackett andOliphant) BO de lavado de semenBO de lavado de ovocitosBO de dilución de semen
CR1aa (Soluciones A y B) CR1aa – Medio de desarrollo
D-PBS (Solución Stock)Se describe la preparación de 1 litro de solución en base los sobres Nissui Co Ltd, quevienen prontos para constituir las soluciones. En caso de preparar la mitad (500 ml)utilizar la mitad de todos los reactivos.1º) Disolver el sobre A (PBS (-), piruvato de sodio y glucosa en 800 ml (o 400 ml) de aguaultra pura.

Para 1 ltr para 500 mlPBS (-) (sobre A, Nissui Co Ltd) 10,6 g 5,3 gAgua BD, aforar a 800 ml 400 ml
2º) Aparte disolver el sobre B de sales metálicas (CaCl2) en agua bidestilada.Sales metálicas, CaCl2 (sobre B) 0,1 g 0,05 gAgua BD, aforar a 200 ml 100 ml
3º) Mezclar ambas soluciones.4º) Filtrar con filtros 0.22 µConservar refrigerado (4 – 5 ºC) por 30 a 45 días.

Para preparar unasolución de Heparina,disolver 50 mg deHeparina en 2,5 ml desolución BO. Colocaren crioviales de 50 µlen el freezer. Cadacriovial proporcionalas 250 UI
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PBS BufferPara preparar la solución a partir de los reactivos (en caso de no haber sobres de PBS).PBS: Buffer de uso frecuente (receta para 500 ml).PBS Buffer de fosfatos pH 7.4 (1%).1). Agua ultra pura 400 ml2). NaCl 4 g3). KCl 0.1 g4). Na2HPO4 0.72 g5). KH2PO4 0.12 g6). Aforar hasta 500 ml7). Ajustar pH 7.4 con HCl8). Conservar a 4 - 5 °CEs estable por 2 meses.Desechar estas soluciones si aparecen cambios de coloración o precipitados.
m-PBS – Medio de aspiración y lavado de ovocitosPara preparar 50 ml:D-PBS (+) (Sol Stock) 48.50 mlPenicilina 5.000 UIEstreptomicina 5 mgSFb (suero fetal bov) (3%) 1.5 ml

A 48.50 ml de la solución stock se le agregan los antibióticos y elsuero.Se filtra (0,22 µ).Esta preparación debe utilizarse dentro de las 24 hs de preparado, lo que no se usa en esteperíodo se descarta. Se guarda en heladera sellado con parafilm hasta el momento de laobtención de los COCs, se pone en baño María antes del trabajo para templarlo.

Aclaración:Dosificación delantibiótico: partiendode una soluciónPenicilina-Estrepto de10.000 UI/ml dePenicilina y 10 mg/mlde Estreptomicina,usar 500 µl
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M-TCM-199 – Medio de maduraciónPara preparar 20 ml:TCM-199 (c/sales de Earl, 0.25 Mm Hepes) 17 mlPenicilina 2.000 UIEstreptomicina 2 mgSuero fetal bovino (5%) 1 mlLicor Folicular bovino (10%) 2 ml
1º) Disolver 17 ml de solución TCM-199 con los antibióticos3º) Agregar el SFb y el LFb2º) Filtrar (0.22 µ)4º) Colocar en estufa con tapa floja (38ºC y 5% de CO2 y 100% de humedad)Antes de llevarlo a estufa se puede preparar las cajas de Petri con solución para lavado y lasgotas para maduración cubiertas con aceite mineral y se colocan de inmediato en la estufacon atmósfera controlada.

TCM-199 – Medio para desnudar los COCPara preparar 20 ml:TCM-199 (c/sales de Earl, 0.25 Mm Hepes) 17 mlPenicilina 2.000 UIEstreptomicina 2 mgSuero fetal bovino (5%) 1 ml
1º) Disolver 17 ml de solución TCM-199 con los antibióticos3º) Agregar el SFb2º) Filtrar (0.22 µ)4º) Colocar en estufa con tapa floja (38ºC y 5% de CO2 y 100% de humedad)Antes de llevarlo a estufa se puede preparar las cajas de Petri con solución para lavado y lasgotas para maduración cubiertas con aceite mineral y se colocan de inmediato en la estufacon atmósfera controlada.

Preparación del licor folicular:Se puncionan folículos preovulatorios de más de 8 mm de diámetro y se transfiere a tubosde centrífuga. Se centrifuga 2 veces a 500 G (2.500 rpm) durante 30 minutos. Se decanta. Ellíquido sobrenadante se inactiva en baño María a 56 ºC durante 30 minutos; se fracciona entubos pequeños o crioviales y se almacena congelado.

Aclaración:Dosificación delantibiótico: partiendode una soluciónPenicilina-Estrepto de10.000 UI/ml dePenicilina y 10 mg/mlde Estreptomicina,usar 200 µl

Aclaración:Dosificación delantibiótico: partiendode una soluciónPenicilina-Estrepto de10.000 UI/ml dePenicilina y 10 mg/mlde Estreptomicina,usar 200 µl



Yael Filipiak – Clara Larocca

20Fertilización In Vitro en Bovinos

Solución BO (Brackett and Oliphant) (Solución Stock) (Brackett and Oliphant, 1975)

Solución A (250 ml)Se disuelven en orden los siguientes componentes:Agua ultra pura 200 ml aproxNaCl 2,1546 gKCl 0,0987 gCaCl2-2H2O 0,1085 gNaH2PO4-2H2O 0,0420 gMgCl2-6H2O 0,03485 gRojo Fenol (solución 0,5%) 50 µlAgua ultra pura enrazar a 250 mlFiltrar con filtro 0,22 µEl líquido queda de color amarillo.Se conserva refrigerado.
Solución B (100 ml)Agua ultra pura 80 ml aproxNaHCO3 1,2937 gRojo Fenol (solución 0,5 %) 20 µlAgua ultra pura enrazar a 100 mlFiltrar con filtro 0,22 µLuego de componer la solución se burbujea con CO2 hasta que adquiera un color salmón, sesella con parafilm y se guarda en heladera.Las soluciones A y B, son soluciones stock, al igual que todas las soluciones almacenadas, seguardan selladas con parafilm y refrigeradas, se pueden conservar hasta 30 – 45 días enesas condiciones.

Preparación de las Soluciones BO (Norio S, 1994).

Solución BO inicial (100 ml) (no stock):Solución A 76 mlPiruvato de Sodio 0,01375 gPenicilina 10.000 UIEstreptomicina 10 mgSolución B 24 ml
Para la preparación se agrega a la solución A el piruvato de sodio y los antibióticos, luego seagrega la solución B y se homogeiniza.Se filtra con filtros de 0,22 µ.De esta solución se preparan los medios de lavado de semen, de lavado de ovocitos y dedilución de semen, como se explica a continuación:
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BO de lavado de semen (50 ml):Solución BO 50 mlCafeína benzoato de Na 0,1942 gHeparina (sol. de 1.000 UI/ml) 250 µl (o 250 UI)Filtrar con filtros de 0,22 µ
BO de lavado de ovocitos (25 ml):Solución BO 25 mlAlbúmina cristalizada de suero bovino 250 mgFiltrar con filtros de 0,22 µ
BO de dilución de semen (25 ml):Solución BO 25 mlAlbúmina cristalizada de suero bovino 500 mgFiltrar con filtros de 0,22 µ

Las tres soluciones se almacenan en refrigerador hasta su uso (se pueden conservar hasta24 hs)Estos medios se colocan en la estufa con tapa floja para equilibrar con el CO2 y latemperatura, por lo menos 60 minutos antes de la fertilización.
D-TCM-199 – Medio de desarrolloEn caso de utilizar este medio de cultivo, el desarrollo se debe realizar en cocultivo concélulas de la granulosa que cultivamos en la etapa de obtención de ovocitos como lodescribimos anteriormente.Preparar entre 3 y 12 horas antes.Para preparar 20 ml de medio:TCM-199 (c/sales de Earl, 0.25 Mm Hepes) 15 mlPenicilina 2.000 UIEstreptomicina 2 mgSuero fetal bovino (5%) 1 mlLicor Folicular (15%) 3 ml1º) Disolver 17 ml de solución TCM-199 con los antibióticos2º) Filtrar (0.22 µ) (antes de agregar los sueros)3º) Agregar el SFB y el LF4º) Colocar en estufa con tapa floja (38ºC y 5% de CO2 y 90-100% de humedad)

Para preparar unasolución de Heparina,disolver 50 mg deHeparina en 2,5 ml desolución BO. Colocar encrioviales de 50 µl en elfreezer. Cada criovialproporciona las 250 UI

Aclaración:Dosificación delantibiótico: partiendode una soluciónPenicilina-Estrepto de10.000 UI/ml dePenicilina y 10 mg/mlde Estreptomicina,usar 200 µl
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CR1aa (medio de desarrollo) (Solución Stock)

Solución A (385 ml)NaCl 3.3505 gKCl 0.1155 gNa Pyruvate 0.0220 gNaHCO3 1.1005 gRojo Fenol (solución al 0,5%) 250 µlAgua ultra pura enrazar a 385 mlFiltrar con filtro 0,22 µSe conserva refrigerado.
Solución B (100 ml)Hemicalcium Lactate 0.2998 gAgua ultra pura enrazar a 100 mlEsterilizar por filtraciónLas soluciones A y B pueden ser almacenadas por un mes en el refrigerador.Las soluciones A y B, son soluciones stock, se guardan selladas con parafilm y refrigeradas,se pueden conservar hasta 30 – 45 días en esas condiciones.

CR1aa – Medio de desarrolloSe prepara el medio CR1aa a partir de las soluciones stock (A y B).Se adicionan y se mezclan uno por uno los siguientes componentes:
Para 50 ml: Para 20 ml:Solución A 38.5 ml 15 mlSolución B 10 ml 4 mlBME aminoácidos esenciales 0.5 ml 0,2 mlMEM aminoácidos no esenciales 0.5 ml 0,2 mlÁcido L Glutámico (20 mg/ml) 0.5 ml 0,2 mlPenicilina G 5.000 UI 2.000 UIEstreptomicina Sulfato 5 mg 2 mgAlbúmina de suero bovino 150 mg 60 mgSe filtraSe puede almacenar en el refrigerador por 1 semanaAntes de su uso se adiciona con 5% de SFb y se forman las gotas de maduración previoremoción de los cúmulus.
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