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Resumen: 

Uno de los mayores beneficios de la clonación animal será sin duda el poder manipular 
células somáticas de animales con un potencial genético deseable para el desarrollo de 

. ganaderías superiores. La baja eficiencia en las técnicas de clonación por transferencia 
nuclear de células somáticas es una limitante para su uso en la industria animal y 
farmacéutica. La incompleta reprogramación nuclear, el origen y tipo de las células 
donantes, los medios químicos, la manipulación de los ovocitos receptores además de 
la transferencia de los embriones a hembras nodrizas, se han señalado como los 
factores de baja eficiencia en los procedimientos de clonación. En el presente trabajo 
se propuso determinar diferencias en la reprogramación nuclear de fibroblastos fetales 
y adulto de ambos géneros en ovocitos enucleados a través del desarrollo embrionario 
bovino. Se establecieron los protocolos de obtención, cultivo y evaluación de 
fibroblastos fetales y adulto de ambos generas, así mismo la obtención y maduración 
de ovocitos in vitro, enucleación, reconstitución, activación desarrollo embrionario in 
vitro. La fuente de fibroblastos provino de fetos y tejido epitelial de animales adultos, los 
óvulos se obtuvieron a partir de ovarios colectados en rastro. Los resultados obtenidos 
en la colección del complejo cumulas ovocito para la clase A-B, de ovarios con cuerpo 
lúteo fue de 50%, y para los ovarios sin cuerpo lúteo fue de 60.7%. El efecto del 
tratamiento con insulina sobre la maduración de ovocitos in vitro hasta metafase 11 fue 
de 52% comparado con los ovocitos madurados in vitro sin insulina que fue de 35.5%. 
El efecto del tratamiento de sacarosa a 0.3M, 0.7M y 1M en ovocitos madurados in vitro 
y activados, fue medido por el desarrollo de blastocistos partenogénicos con los 
siguientes resultados 17.2%, 16.7% y 14.8 respectivamente. El desarrollo de 
blastocistos producidos por clonación nuclear utilizando fibroblastos fetales de fetos 
hembra, fetos macho y un grupo control (embriones partenogénicos) se encontro un 
24.6%,20% y 23% repectivamente. Así mismo se evaluó el desarrollo de blastocistos 
producidos por clonación nuclear utilizando fibroblastos de hembra adulta, fibroblastos 
de macho adulto y un grupo control (embriones partenogénicos) se encontro un 
20.6%,18% y 20% respectivamente. Sin embargo, aunque los resultados son similares 
a los reportados por otros autores, cabe señalar que la técnica con la que fueron 
desarrollados los embriones es distinta pues en este trabajo no se utilizó el agente 
químico Hoechst 33342, la luz ultravioleta así como el 6 DMAP para la construcción de 
los embriones clonados, hoy se sabe que los tres son agentes mutagénicos y que sus 
efectos pueden ser evaluados en las distintas etapas del desarrollo embrionario, fetal y 
al posnacimiento. Del presente estudio se concluye que no exiten diferencias 
importantes en el desarrollo de embriones de bovinos obtenidos mediante fibroblastos 
fetales de ambos géneros, así como en los fibroblastos de animales adultos de ambos 
géneros. 
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1.- Introducción 

Primera parte 

Una de las áreas de la biotecnología animal es la clonación, aplicada a los animales 

domésticos de interés productivo, que promete ser una técnica que contribuirá de 

manera sustancial al desarrollo de la biotecnología, la producción animal, la 

biomedicina, la preservación de especies en extinción y la investigación básica. 

El concepto de clonar un animal por transferencia de un núcleo dentro de un ovocito 

previamente enucleado fue primeramente propuesto por Di Berardino en 1938, sin 

embargo el primer éxito logrado fue en anfibios por Briggs quien lo informó hasta 1952; 

treinta y un años después, McGrath y Solter en 1984 anunciaron el primer éxito de 

clonación en ratón, lo que continuó con la clonación por transferencia de blastómeros 

en ovejas (Willadsen, 1986), en ganado (Prather et al., 1987), en conejos (Stice y Rabi, 

1988) y en cerdos (Prather et al., 1989a). 

Se han obtenido animales por clonación utilizando células somáticas en diversas 

especies: en ovejas adultas (Wilmut et al., 1997), en vacas (Kato et al., 1998), en 

ratones (Wakayama et al., 1998), en cerdos (Polejaeva et al., 2000), en cabras (Zou et 

al., 2001 ), en gatos (Shin et al., 2002a) y en conejos (Chesne et al., 2002). 

La clonación por transferencia nuclear de células somáticas es una técnica que sirve 

para multiplicar genotipos de animales únicos y preservar animales en peligro de 

extinción (Wells et al., 1998), esta aplicación ha iniciado su expansión a las áreas de 

transgénesis (Schnieke et al., 1997), bloqueo de genes (McCreath et al., 2000), o 

inserción de genes en producción animal (Lai et al., 2002). Aunque el éxito en la 

producción de animales clonados de células somáticas se ha logrado en varias 

especies, la eficiencia es sólo del 1 % de los embriones reconstruidos que llegaron a 

nacer vivos (cuadro 1) (Han et al., 2003). 
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Cuadro 1. Baja eficiencia de la transferencia nuclear de células somáticas. 

Especie Fusionados Transferidos Clones vivos/receptoras Eficiencia (%)a Referencia 

Ovejas 277 29 1/13 0.4 Wilmut 1997 

Vacas 68932 3435 148/935 0.2 Forsberg 2001 

Cabras 138 47 1/15 0.7 Baguisi 1999 

Cerdos 188 110 1/4 0.5 Onishi 2000 

Ratón 463 274 3/25 0.6 Wakayama 1999 

Gatos ND 87 1/8 1.1 Shin 2002 

Conejos 612 371 4/27 0.7 Chesne 2002 

a) Eficiencia(%): Clones nacidos vivos/embriones fusionados x100 b) ND: no descrito Han el al., 2003 

Además, la transferencia nuclear ha resultado con varios problemas en el desarrollo 

fetal (Kazuchika et al., 2002. Dinnyes et al., 2002) incluyendo un alto índice de abortos 

durante la gestación temprana y un incremento en la muerte perinatal (Wilmut et al., 

1997, Heyman et al., 2002, Hill et al., 1999, Hill et al., 2000a). 

Se conoce muy poco acerca de los factores específicos o de los mecanismos que están 

involucrados con la reprogramación del citoplasto a un núcleo somático (Han et al., 

2003). La falta de estudios especializados en reprogramación nuclear continúa siendo 

reflejada en una baja eficiencia de los procedimientos de clonación en bovinos 

(Bruggerhoff et al., 2002, Gibbons et al., 2002), cabras (Zou et al., 2001, Keefer et al., 

2002), cerdos (Polejaeva et al., 2000), conejos (Chesne et al., 2002), gatos (Shin et al., 

2002b). La transferencia nuclear involucra una serie de procedimientos complejos 

incluyendo el cultivo de células donantes, maduración de ovocitos in vitro, enucleación, 

reconstitución del núcleo o célula, fusión, activación, cultivo de embriones reconstruidos 

in vitro y transferencia de embriones. 

Bovinos adultos han sido clonados usando células del cúmulus (Kato et al., 1998, Kato 

et al., 2000, Tani et al., 2001 ), fibroblastos (Kato et al., 2000, Zakhartchenko et al., 

1999a, Hill et al., 2000b, Kishi et al., 2000, Kubota et al., 2000, Kasinathan et al., 2002, 

Heyman et al., 2002), granulosa (Gibbons et al., 2002, Wells et al., 1999a, Wells et al., 

1998, Edwards et al., 2001, Piedrahita et al., 2002), glándula mamaria (Zakhartchenko 

et al., 1999b, Kishi et al., 2000), de músculo (Shiga et al. 1999), células del oviducto 
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(Kato et al., 1998, Kato et al., 2000, Gato et al., 1999), uterinas (Kato et al., 2000) y 

células de Sertoli (Wakayama et al. 1998). 

Después de la colección, las células somáticas pueden ser utilizadas inmediatamente 

(Wakayama et al., 1998) o después de cultivarse por largo plazo (Kubota et al., 2000). 

El uso del tipo de células adultas en estado de quiescencia inducida o no, (Wilmut et 

al., 1997) o sin quiescencia (Edwards et al., 2001, Shiga et al., 1999, Wakayama1999a, 

Edwards et al., 2000), es requerido para producir crías clonadas de animales adultos. · 

Se ha mejorado la habilidad de los embriones clonados para implantarse y mantener la 

preñez a término (Gibbons et al., 2002, Edwards et al., 2001, Zakhartchenko et al., 

1999c). 

Para evitar la lisis al remover el ADN (enucleación), los ovocitos pueden cultivarse en 

presencia de un inhibidor de microfilamentos: cytochalasin B. (Prather y First, 1990) 

Esto induce la relajación de citoplasma que permite remover mecánicamente del 5% al 

15% de citoplasma del ovocito conteniendo el ADN materno. La remoción del ADN 

materno puede ser verificada por la tinción de Hoescht y el transiluminador de luz 

ultravioleta. 

Para clonación de ganado, los ovocitos generalmente provienen de un grupo no 

descrito de hembras obtenidas de fuentes comerciales, los rastros (Prather et al., 1987, 

Hill et al., 2000, Kishi et al., 2000, Kubota et al., 2000, Heymah et al., 2002, Wells et al., 

1999b, Wells et al., 1998, Edwards et al., 2001, Piedrahita et al., 2002) o un grupo 

descrito de animales vivos usando aspiración por ultrasonido (Bruggerhoff et al., 2002). 

El próximo paso es insertar un núcleo somático en el citoplasto del ovocito, para 

restaurar la equivalencia de una célula embrionaria. En especies domésticas, esto se 

realiza por la fusión de la inducción eléctrica de la célula somática con el citoplasto 

(Wilmut et al., 1997, Gibbons et al., 2002, Hill et al., 2000, Kishi et al., 2000, Kubota et 

al., 2000, Heyman et al., 2002, Wells et al., 1999, Wells et al., 1998, Edwards et al., 

2001, Piedrahita et al., 2002). 

Inicialmente una célula somática se inserta mecánicamente en el espacio perivitelino, 

después de esto el acoplamiento resultante (el citoplasma del ovocito y la célula 

somática) es alineado entre dos electrodos y con un pulso de corriente eléctrica (por 
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ejemplo, de 2.2 kV/cm2 durante 40 ~s) inducirán >70 %de acoplamientos fundidos 

(Edwards et al., 1999). 

La electrofusión depende de mantener el contacto de la célula somática con el 

citoplasma del ovocito de manera tal que las membranas de cada citoplasma se 

entremezclen después de la formación del poro que se produce posterior a la corriente 

eléctrica (First y Prather, 1991 ). 

En los ratones, sin embargo, el método preferido para introducir un núcleo somático en 

el citoplasma del ovocito es la microinyección (Wakayama et al., 1998). A pocos 

minutos de introducir el núcleo somático en el citoplasma del ovocito, la membrana 

nuclear se rompe y la cromatina se condensa (Wakayama et al., 1998, Campbell et al. 

1996a, Edwards et al., 1999). 

En algunos casos, el pulso eléctrico utilizado para la fusión es también suficiente para 

activar al embrión clonado iniciando su desarrollo (Wilmut et al., 1997). Se han usado 

varias combinaciones químicas para la activación (Gibbons et al., 2002, Susko-Parrish 

et al., 1994), a pesar dé los métodos de elección, la activación imita las acciones de 

una esperma después de la fertilización. 

Pueden transferirse los embriones clonados en oviductos ligados de hembras nodrizas 

(Wilmut et al., 1997) o cultivarse en la incubadora durante un periodo de tiempo 

requerido para el desarrollo a mórula compacta o blastocisto (Edwards et al., 2001 ). 

Para poder comprender los mecanismos básicos que se llevan a cabo en la clonación 

por transferencia nuclear de células somáticas se requiere del conocimiento de las 

bases fisiológicas y genéticas tanto del óvulo, como de las celulas somáticas. 

1.1 Ovogénesis 

Los ovarios de mamífero tienen sólo una fuente finita de ovocitos. Se estima que los 

ovarios de bovino contienen un estimado de 420,000 ovocitos al nacimiento que es 

reducido a menos de 3,000 a los veinte años de edad (Ericsson, 1966; Gosden, 1995). 

En los mamíferos, el ovario es la gónada de la hembra responsable de la 

diferenciación y liberación de un ovocito maduro para la fertilización y el éxito de la 

propagación de las especies (Figura 1) Igual de importante, el ovario es un órgano 

endócrino que produce esteroides para el desarrollo de las características sexuales 
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secundarias de la hembra y el soporte de la gestación. El ovario bovino tiene una capa 

ovoide y un tamaño aproximado de 4 X 2 X 1.5 cm. (Dyce et al., 1987). La capa más 

externa que cubre al ovario consiste de epitelio germinal. Directamente debajo del 

epitelio germinal se encuentra una capa de tejido conectivo denso conocido como 

túnica albugínea. 

Los folículos ováricos, en unión con los fibroblastos que los envuelven, colágeno y 

fibras elásticas de la corteza del ovario son localizados sobre la túnica albugínea. La 

médula del ovario contiene los vasos sanguíneos, vasos linfáticos y terminales 

nerviosas. La formación de un ovario funcional depende de tres eventos mayores que 

toman lugar durante los estadios tempranos de la gonadogénesis: la iniciación de la 

meiosis, la formación de folículos y la diferenciación de células productoras de 

estero id es. 

F o!fcuiG 
Secund¡río 

Folículo 
Atresic.:• 

Epít11ío 
Germinal 

Cuerpo l(lteo 

Figura 1. Diagrama del ovario mamífero. (Senger, 1997). 
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1.1.2 Desarrollo folicular 

El folículo del ovario es una unidad altamente compleja que consiste de distintos tipos 

celulares. Los folículos del ovario están compuestos por varias capas de células 

somáticas rodeados de una cavidad de fluido "Antro" que baña a los ovocitos y a las 

células somáticas que lo circundan. El fluido encontrado en el antro es conocido como 

fluido folicular. El folículo provee de un micro ambiente para el crecimiento del ovocito y 

este es responsable de la producción de hormonas (Gordon, 1990). El óvulo y estas 

células somáticas que lo acompañan comprenden una unidad folicular, manteniéndose 

una cercana asociación a través del desarrollo del estado primordial al preovulatorio. 

Las paredes de folículos preovulatorios maduros consisten de células de la granulosa, 

teca interna y teca externa. Las células de la granulosa son células de tipo epitelial 

esenciales para el crecimiento y la sobrevivencia del ovocito. Las células de la 

granulosa no son un tejido homogéneo pero está mejor especializado en 

subpoblaciones que consisten en células de la corona radiada, células del cúmulus, 

pared y células de la granulosa. Las células del cúmulus son la subpoblación de células 

de la granulosa del ovario que circundan al ovocito. Las células del cúmulus en 

contacto estrecho con el ovocito son conocidas como corona radiada. Ellas están en 

estrecho contacto con el ovocito a través de extensiones citoplasmáticas que atraviesan 

a la zona pelúcida (De Loss et al., 1991). La corona radiada comunica al ovocito con 

otras células del cúmulus a través de uniones gap formando un sincitio electrofisiológico 

(De Loss et al., 1991 ). Las células del cúmulus alimentan el ovocito (Succione et al., 

1990) y participan en la formación de la zona pelúcida. Las células del cúmulus han 

sido implicadas en la modulación o generación de inhibidores de la maduración del 

ovocito (Eppig y Downs, 1984). 

Las células de la granulosa cercanas a la membrana basal son conocidas como células 

de la pared granulosa, con la cercanía al antro folicular son conocidas como células de 

la granulosa antral. El antro folicular contiene el fluido folicular que es hecho de un 

exudado sanguíneo modificado por las secreciones locales y metabólicas (Gordon, 

1990). Las subpoblaciones de células de la granulosa difieren en su distribución de 

receptores y características esteroidogénicas (Roullier et al., 1998). La membrana basal 
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o lámina propia es una capa acelular presente entre las células de la granulosa y las de 

la teca. La membrana basal contiene varios tipos de colágeno (colágeno IV alfa 1 y alfa 

2, reducida cantidad de alfa 3- alfa 5), fibronectina, laminina y proteoglicanos (Rodgers 

et al., 1999). La teca interna y la teca externa son estroma o células fibroblasticas que 

constituyen la capa externa del folículo preovulatorio. Una extensa red capilar irriga las 

células de la teca. La teca interna es la mayor fuente de andrógenos durante el estado 

final del desarrollo del folículo de Graff (Moor, 1977). Los folículos pueden ser 

clasificados como folículos primordiales, folículos preantrales (folículos primarios y 

secundarios), antrales (terciarios) y folículos preovulatorios (de Graff). 

La folículogénesis es el proceso responsable del desarrollo de folículos ovulatorios y la 

liberación de uno o rnás ovocitos maduros en un intervalo fijo a través de la vida 

reproductiva de una hembra. La folículogénesis es reactivada después de una larga 

fase quiesente que involucra transformaciones secuenciales subcelulares y moleculares 

por varios componentes del folículo. Durante la vida posnatal, los folículos ováricos 

continúan su crecimiento, maduración, ovulan o bien sufren regresión. 

Los folículos son reclutados continuamente hasta que el almacenamiento queda 

saturado. La población folicular es dividida más o menos de manera uniforme entre 

cada uno de los dos ovarios. En especies monotocas, los folículos seleccionados para 

ovular son los de más rápido crecimiento funcional en el cuerpo de la hembra adulta 

mamífera. El folículo bovino crece de 300 a 400 veces en diámetro de el primario (50 

!Jm) a el estado preovulatorio de (15 a 20 mm) (Rajakoski, 1960). El proceso entero del 

crecimiento folicular del estado primordial (50-60 !Jm) al estado preovulatorio (10-15 

mm) toma aproximadamente 180 días en la vaca (lussier et al., 1987). Este periodo 

extenso permite la construcción de la zona pelúcida y la acumulación de un número de 

productos conocidos y no conocidos requeridos para la fertilización, y los eventos 

tempranos del desarrollo embrionario. Cualquiera de los folículos puede ovular un 

ovocito maduro o sufrir la atresia. 

La ovogonia se agranda e inicia la meiosis independientemente de cualquier estímulo 

endócrino para formar un ovocito primario. El ovocito primario se encuentra arrestado 
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en el estado de paquiteno o dictiado de la primera profase meiótica (Byskov y Hoyer, 

1994). En bovinos la meiosis inicia en el día 82 de la gestación (Rüsse, 1983). 

Los folículos primordiales consisten de un ovocito dictiado envuelto por una capa de 

células de la granulosa aplanadas (Byskov, 1978). El ovocito y las células foliculares 

están independientes. El ovocito requiere de la presencia de las células de la granulosa 

para crecer y sobrevivir (Picton, 2001 ). El resto de las células pre-granulosas se 

encuentran en un delicada membrana basal opuesta a las células del estroma que 

tienen su origen en las células de la teca (Gougeon, 1996). El precursor de las células 

de la teca pudiera estar presente en un grupo de folículos en crecimiento (Hirshfield, 

1991b). Esto sugiere que la interacción de las células de la teca y las células de la 

granulosa tienen importancia en la regulación del crecimiento y diferenciación del 

folículo a través de todos los estados de la folículogénesis. 

Los folículos primordiales son la unidad del desarrollo fundamental del ovario mamífero. 

La fuente de folículos primordiales no es renovable y sirve en toda la vida reproductiva 

del adulto. En la figura 2, se presenta el ciclo de la vida de los folículos ováricos. Los 

folículos primordiales en el bovino son primeramente detectados en el día 90 de 

gestación (Ericsson, 1966, Szollosi, 1991 ). En bovinos, los folículos primordiales tienen 

un diámetro igual o más pequeño de 40 ~m (Braw-Tal y Yossefi, 1997). Cada folículo 

primordial contiene un ovocito que mide aproximadamente 30 ~m en diámetro (Picton, 

2001 ). Los folículos primordiales son localizados en la periferia de la corteza del ovario. 

Los folículos en crecimiento se encuentran en la corteza con un antro en desarrollo y 

son visibles sobre la superficie del ovario. Los mecanismos de activación de los 

folículos primordiales y ovocitos restantes no son conocidos. Tal como el almacén de 

los folículos primordiales se establece en el día 140 de gestación en la vaca, los 

folículos reclutados inician y continúan sin detenerse por el resto de la vida hasta que el 

ovario es agotado. 
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El número de folículos primordiales está determinado durante la vida temprana y más 

de estos están en estado de reserva. Antes y a través de la vida reproductiva de la 

hembra un número de estos folículos primordiales abandonan el estado de reposo e 

inician su crecimiento (reclutamiento inicial). Los folículos desarrollan a un estado antral 

y varios de ellos pasan por atresia; sin embargo, algunos de estos folículos son 

rescatados (reclutamiento cíclico) para llegar a el estado preovulatorio. El término de la 

vida reproductiva, ocurre cuando el grupo de folículos primordiales en reposo está 

agotado (McGree y Hsueh. 2000) 

Los folículos primordiales bovinos son activados para formar folículos primarios sobre el 

día 140 de gestación (Rüsse, 1983). Un folículo primario contiene un ovocito con un 

diámetro de aproximadamente 30 1-1m que es envuelto por células de la granulosa 

cuboidales (Hyttel et al., 1997). El ovo cito bovino inicia su crecimiento cuando hay 

aproximadamente 40 células de la granulosa presente. (Braw-Tal y Yossefi, 1997). Por 
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esto los ovocitos de folículos primordiales y primarios no son significativamente 

diferentes en tamaño. Sin embargo cambios importantes toman lugar durante el estado 

de folículo primario. La corona radiada desarrolla uniones gap entre el ovocito y la zona 

pelúcida (Picton, 2001 ). La zona pelúcida no completa circundar al ovocito hasta que el 

folículo alcanza el estado pre-antral tardío (Braw-Tal y Yossefi, 1997). 

Los folículos secundarios aparecen en el día 210 de gestación en el bovino cuando las 

· células foliculares del folículo primario sobrellevan una intensa división mitótica. Un 

folículo secundario contiene al menos dos capas de células de la granulosa y el ovocito 

mide de 50 a 60 ¡Jm de diámetro (Hyttel et al., 1997). Sobre todo las células de la teca 

son identificables fuera de la membrana basal y el folículo contiene una fina red capilar. 

Los folículos antrales o terciarios son caracterizados por la presencia de una cavidad 

conocida como antro. El antro es una cavidad llena de fluido folicular. El antro primero 

es detectado en folículos bovinos que miden entre 0.12 y 0.28 mm de diámetro (Lussier 

et al., 1987). El primer folículo antral aparece alrededor del día 230 de gestación en el 

bovino (Rüsse, 1983). Los folículos terciarios contienen una extensa red de uniones 

gap que permiten la transferencia de nutrientes y regulan las señales ente el óvulo y las 

células de la granulosa (Espey, 1994 ). Las células de la teca parecen ser originadas del 

mesénquima del estroma (Harrison y Weir, 1977). Las células de la granulosa 

adquieren primero los receptores para LH cuando el folículo mide entre 8-9 mm de 

diámetro. El espacio perivitelino es formado entre el ovocito y la zona pelúcida justo 

antes de la ovulación. El aporte sanguíneo a las capas de la teca cambia 

dramáticamente durante los estadios finales de la maduración folicular y se desarrollan 

en un plexo interno en la teca interna y un plexo externo derivado del estroma capilar 

(Y amada et al., 1995). 

La intensidad de la síntesis del RNA en el ovocito se correlaciona con el estado de su 

crecimiento y los cambios que corresponden en la morfología del nucleolo. La actividad 

de síntesis del RNA decrece gradualmente cuando los ovocitos alcanzan su tam¡:¡ño 

total. Los ovocitos bovinos de folículos entre 0.5 y 3 mm. Activan la síntesis del RNA. La 

síntesis del RNA decrece después que el tamaño del folículo ha llegado a 3 mm, sin 
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embargo los bajos niveles de transcripción continúan hasta que el ovocito ha alcanzado , 

un diámetro de 11 O ¡.tm. (Crozet, 1989). La trascripción núcleolar continua, tiene 

importancia en la adquisición de la competencia del desarrollo de ovocitos. Los ovocitos 

con un diámetro mayor a 11 O ¡.tm. tienen una actividad electrodensa fibrilar núcleolar y 

una actividad transcripcional pobre (Hyttel et al., 1997). 

La vesícula germinal o el núcleo del ovocito bovino contiene uno o dos nucleolos. Los 

nucleolos son el sitio de síntesis del RNAr. Los folículos primordiales contienen 

nucleolos transcirpcionales inactivos que son caracterizados exclusivamente por la 

presencia de componentes granulares interespaciados con múltiples vacuolas, La 

actividad transcripcional del nucleolo tiene un apariencia fibrogranular (Hyttel et al., 

1997). 

Cuando un ovocito inicia su crecimiento en el folículo primordial, las espirales no 

condensadas de cromatina en el estado dictiado aseguran los elementos requeridos de 

la transcripción. Los productos del RNAm son trasladados inmediatamente o 

almacenados sobre condiciones especiales. El ovocito tiene la habilidad para acumular 

el RNAm en una forma estable, después del inicio de la maduración, las interrupciones 

de la transcripción ocurren en pocas horas. Se cree que el ovocito se origina de 

folículos competentes o diferenciados conteniendo un correcto RNAm en suficiente 

cantidad. Este RNAm acumulado en el ovocito es importante durante el progreso del 

embrión a través de la transcripción materna al cigoto. 

Los folículos antrales bovinos requieren de aproximadamente 42 días para llegar al 

tamaño preovulatorio. Así el desarrollo de los folículos a través de los estados antrales 

requiere un periodo equivalente a dos ciclos estrales (Lussier et al., 1987). 
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Figura 3. Representación esquemática del crecimiento, capacitación y maduración del 

ovocito bovino a través del desarrollo folicular. 

El crecimiento del ovocito empieza en el inicio del crecimiento folicular y este es 

completado por el tiempo que se forma el antro. 

El ovocito pasa por modificaciones que le confieren al ovocito su competencia de 

desarrollo. La maduración del ovocito, que toma lugar después del pico de LH o 

siguiendo su remoción del ovocito del ambiente folicular, permite al ovocito continuar el 

estado de metafase 11 y expresar esta competencia de desarrollo siguiendo la 

fertilización. En la figura 3 se representa esquemáticamente el crecimiento, 

capacitación y maduración del ovocito bovino a través del desarrollo folicular. La 

sincronización de los cambios externos e internos del folículo permiten coordinar tanto 

la actividad esteroidogénica por las células de la granulosa y de la téca como el 

crecimieto del ovocito hasta su ovulación. 
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1.1.3 Potencial de desarrollo 

La capacidad del desarrollo es la habilidad del ovocitos para producir, crías normales, 

viables y fértiles después de la fertilización. Los pasos finales de la maduración del 

ovocito son cruciales para la adquisición de propiedades funcionales necesarias para 

un futuro desarrollo (Hyttel et al., 1997). La capacidad de desarrollo del ovo cito es 

adquirido dentro del ovario durante los estadios que preceden a la ovulación o en caso 

de la maduración in vitro, precede del aislamiento del ovocito de su folículo. 

La adquisición de la capacidad de desarrollo es un proceso gradual durante el 

desarrollo folicular. El incremento gradual se refiere al porcentaje de ovocitos 

competentes y no a una alta competencia de un ovocito sencillo (Gandolfi, 1998}. La 

capacidad de desarrollo embrionario es un parámetro difícil de evaluar ya que sus fallas 

pueden ser debido a razones independientes de la calidad del ovocito. La capacidad de 

desarrollo es usualmente expresada como los porcentajes de los ovocitos que pueden 

desarrollarse a estados de blastocisto (Gandolfi, 1998). Sin embargo, los estados de 

desarrollo del blastocisto no garantizan que el embrión desarrolle a término. Otros 

aspectos usados para evaluar la capacidad del desarrollo incluyen, evaluaciones 

morfológicas tales como el número de blastómeros o la proporción de la célula de la 

masa interna y el número de células del trofoectodermo. Evaluaciones funcionales tales 

como el grado metabólico y la habilidad para continuar el desarrollo después del 

congelamiento deben ser también considerados para proveer una idea más completa 

del potencial del desarrollo del ovocito (Blondin et al., 1995a) 

Múltiples estudios se han llevado a cabo para evaluar los factores que afectan la 

capacidad del desarrollo del ovocito. El tamaño y la calidad del folículo de origen 

influencian la capacidad del desarrollo del ovocito bovino (Blondin et al., 1995b). 

Estudios que siguieron el destino individual de ovocitos de acuerdo al folículo de origen 

tienen corroborado la capacidad del desarrollo de los ovocitos incrementandose con el 

tamaño folicular (Blondin et al., 1995b). Los ovocitos de bovino con folículos mayores a 

6 mm de diámetro producen blastocistos in vitro a rangos substancialmente mayores 

de 2 a 6 mm y la producción de ovocitos de folículos menores a 2 mm son capaces de 

ser fertilizados, pero carecen de la habilidad de dividirse a un estado no mayor de 8 
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células. El folículo debe llegar por lo menos a un diámetro de 2 a 3 mm antes que el 

ovocito alcance una capacidad de desarrollo satisfactoria. 

Algunos ovocitos han adquirido una capacidad intrínseca para desarrollar hacia un 

embrión después de la maduración in vitro (M IV) fertilización in vitro (FIV) y el cultivo de 

embriones in vitro (CEIV) en los estadios foliculares de 3 mm, pero la proporción de 

ovocitos competentes no se incrementa durante el desarrollo o hasta 7 mm (Hendriksen 

et al., 2000). En vivo esta pre-maduración ocurre durante el crecimiento preovulatorio 

anterior a la oleada de LH. Otros factores además del tamaño folicular pueden ser 

críticos para que adquiera la capacidad de desarrollo. Algunos folículos grandes 

contienen ovocitos incompetentes en su desarrollo como, algunos folículos medianos 

contienen folículos competentes. (Blondin y Sirard, 1995). La atresia folicular promueve 

la adquisición de la capacidad de desarrollo. Sin embargo la salud de los folículos al 

término de la atresia no puede ser usada para predecir la capacidad del desarrollo del 

ovocito. Los ovocitos obtenidos de folículos ligeramente atrésicos, intermedios o sin 

atresia poseen una capacidad del desarrollo similar. (Blondin y Sirard, 1995: Blondin, 

1996a). 

La morfología del ovario es otro parámetro usado para estimar la capacidad de 

desarrollo de los ovocitos. El número y el tamaño de los folículos presentes en el ovario 

en el momento de la aspiración, son usados para seleccionar ovocitos con una alta 

capacidad de desarrollo. Ovocitos recuperados de ovarios que tienen al menos un 

folículo mayor a 10 mm de diámetro o con más de 10 folículos de 2 a 5 mm tienen un 

alto potencial de desarrollo. 

En contraste, los ovocitos recuperados de ovarios con poco menos que 1 O folículos de 

2 a 5 mm o folículos no mayores que 10 mm llegan al estado de blastocisto en un bajo 

rango y los blastocistos tuvieron un bajo número de células (Gandolfi, 1997). 

La composición del fluido folicular tiene importancia en la capacidad del desarrollo. La 

capacidad de desarrollo del ovocito puede perderse durante la MIV. La incubación 

prolongada durante la maduración del ovocito lleva a una disminución de la capacidad 

del desarrollo que sería el resultado del envejecimiento de los ovocitos. En el tiempo en 

el que los ovocitos son aspirados de ovarios post mortem afecta el periodo del 
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desarrollo. El tiempo transcurrido entre el rastro y la aspiración del ovocito no debe ser 

mayor a cuatro horas, ya que esto ha reportado un mayor rango de desarrollo después 

de 5 días de CEIV (Blondin et al., 1995). Las células del cúmulus algunas veces se 

pierden durante la aspiración del ovocito, el número y la calidad de las células del 

cúmulus que circundan al ovocito, son importantes en la capacidad del desarrollo. La 

capacidad del desarrollo de los ovocitos bovinos con células de la corona radiada 

(ovocitos con corona compactada} no es comparable con el CCO. 

1.1.4 Apoptosis 

La apoptosis juega un papel importante en la pérdida a gran escala de ovogonias y 

ovocitos a través de la vida embrionaria y neonatal (Tilly, 1996; Tilly ef al., 1991 ). La 

apoptosis es el resultado de la activación de genes que codifican proteínas efectoras 

necesarias para encender la programación de muerte celular programada. La apoptosis 

probablemente es el mecanismo primario por el cual es mediada la muerte celular 

durante la degeneración folicular (Hirshfield, 1991 a; Tilly, 1996). Una vez que el grupo 

de folículos primordiales se ha establecido, la mayoría de esta población folicular 

experimenta la atresia en vez de la ovulación (Hirshfield, 1991 a). De hecho el 85% de 

los folículos del ovario en algún momento del ciclo estral son atrésicos (Kruip y 

Dieleman, 1982). Los folículos presentes en ondas no ovulatorias entran en estado 

atrésico. En ganado, la proporción de folículos atrésicos aumenta con el tamaño del 

folículo (Rajakoski, 1960). Una proporción alta de ovocitos de bovino con un cúmulus 

degenerado son recuperados de folículos arriba de los 3 mm de diámetro que de 

folículos de 1 a 3 mm. Los primero signos de atresia son manifestados por la 

degeneración de las células de la granulosa que pierden la actividad aromatasa y 

experimentan apoptosis (Gordon y Lu, 1990). Después, las células de la teca sufren 

una hipertrofia y su producción de androsterona disminuye (Driancourt, 1991; 

Greenwalt y Terranova, 1988). El ovocito es afectado durante los últimos estadios de la 

atresia folicular (Kruip y Dieleman, 1982). 
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En condiciones normales, los ovocitos adquieren su capacidad de desarrollo más 

adelante en la fase folicular del ciclo estral (Blondin et al., 1995). El inicio tardío de la 

atresia puede permitir la conservación de la capacidad de desarrollo del ovocito por un 

periodo corto de tiempo incluso si la atresia folicular ha arrancado (Hazeleger et al., 

1995). También es posible que los efectos positivos de la atresia en el potencial de 

desarrollo in vitro puedan ser resultado de un crecimiento prolongado durante el cual el 

ovocito se prepara para la maduración, fertilización y desarrollo. Por otra parte, la 

capacidad de desarrollo del ovocito in vitro puede ser menor si el grado de atresia 

folicular está muy avanzado (Blondin y Sirard, 1995). 

Los CCO con signos de atresia experimentan una reorganización de organélos y 

cambios nucleares que demuestran algunas similitudes con los procesos asociados con 

una maduración final en los ovocitos dominantes. Este fenómeno ha sido descrito como 

"pseudo-maduración" (Assey et al., 1994).La Pseudos-maduración puede ocurrir debido 

a la atresia folicular imitada por cambios ocurridos post-LH. La rápida disminución de 

estradiol, el aumento de andrógenos, progesterona y PGE2, la presencia de 

condiciones inflamatorias (lreland y Rache, 1982; lreland y Rache, 1983; Assey et al., 

1994) quizá induce una serie de cambios en el ovocito que son extremadamente 

importantes en la adquisición de la capacidad de desarrollo (Blondin et al., 1996a). 

1.1.5 Maduración del ovocito 

La maduración del ovocito es un fenómeno complejo durante el cual los ovocitos 

progresan del estado de diploteno al de metafase 11 (maduración nuclear) (figura 6). La 

transición del estado de diploteno a metafase 11 es llamado diacinesis. El ovocito 

reanuda la meiosis en respuesta a la oleada de LH ovulatória (Channing et al., 1978; 

Dieleman et al., 1983; lreland y Rache, 1982; Masui). 
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Figura 4. El complejo cúmulus ovocito bovino (CCO) con capas compactas de células 

del cúmulus en el inicio de la maduración in vitro. 

Durante la diacinesis la membrana nuclear comienza a plegarse, los poros nucleares 

desaparecen y entonces la membrana nuclear se fragmenta después desaparece 

rápidamente para permitir sólo sacos pequeños con doble pared (Kubelka et al., 1988; 

Szollosi et al., 1972). Estos eventos son conocidos como vesícula germinal 

fragmentada (GVBD), es el primer signo visible de la reactivación de la meiosis. Los 

nucleolos desaparecen rápidamente después de aproximarse un contacto con el 

citoplasma. En el ovocito bovino ocurre el GVBD dentro de horas después de remover 

el folículo o de la señal de LH ovulatória. En el bovino por 6.6 horas de cultivo, el 50% 

de los ovocitos presentaron el GVBD (De Loos et al., 1994; Sirard et al., 1989), 

entonces los cromosomas se condensan más. Los cinetocoros aparecen y los 

microtúbulos arrastran los cromosomas y ellos forman el plato metafasico de la MI. La 

separación de los cromosomas homólogos y la migración de los cromosomas para sus 

respectivos polos toman lugar durante la anafase l. durante la telofase 1, los 

cromosomas se encuentran en cada polo estando envueltos por la membrana nuclear. 

La segunda división meiótica sin la replicación de los cromosomas toma lugar 
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inmediatamente y los ovocitos alcanzan la metafase 11. Los ovocitos se encuentran 

arrestados en el estado de metafase 11 hasta que toma lugar la fertilización y el ovocito 

completa la meiosis y forma los pronúcleos. La maduración del ovocito también 

involucra transformaciones a nivel del citoplasma que prepara la célula para sostener la 

fertilización y el desarrollo embrionario temprano (maduración citoplásmica). La 

terminación de la maduración nuclear sola no garantiza el subsiguiente desarrollo 

embrionario (Sirard et al., 1989; Yang et al., 1998). 

1.1.6 Meiósis 

Meiósis del griego meiasis, que significa reducción, consiste en dos sucesivas 

divisiones celulares seguidas de una ronda de replicación del DNA. La meiósis da como 

resultado cuatro células haploides a partir de una célula diploide. Este tipo de división 

celular es característico de las células germinales. En el ovario fetal la meiósis avanza 

hasta el estado diploteno. Durante la primera división meiótica, los genes maternos y 

paternos son intercambiados, antes los pares de cromosomas son divididos en dos 

células hijas, cada uno contiene 1 n cromosoma y 2 copias de DNA. La segunda división 

meiótica ocurre sin estar precedida por la síntesis de DNA y la formación nuclear. Las 

células germinales haploides están formadas con un grupo 1 n de cromosomas y una 

copia de DNA. Las dos divisiones meióticas del ovocito son asimétricas, resultando en 

la expulsión de los cuerpos polares. La meiósis en cada célula germinal femenina 

resulta en un solo óvulo y dos cuerpos polares. 

La Maduración del ovocito in vivo vs in vitro. Los ovocitos de mamífero pasan por la 

maduración espontánea después de ser removidos del folículo (Edwards, 1965). Los 

ovarios obtenidos de rastros son una fuente económica de un gran número de ovocitos 

que permiten la producción a gran escala de embriones in vitro y la evaluación de 

nuevas tecnologías. La maduración de ovocitos in vivo o in vitro presenta similar tasa 

de maduración nuclear, fertilización y división, pero claramente difieren en su potencial 

de desarrollo (Blondin et al., 1996a; Sirard y Blondin, 1996). Diferencias en el desarrollo 

entre los ovocitos cultivados in vitro e in vivo son expresadas en los días 4 y 5 pos

fertilización en el estado de mórula a blastocisto (Blondin et al., 1996a; Hyttel et al., 

1997). La maduración de ovocitos in vivo alcanza mayores porcentajes de blastocistos 
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cuando son comparados con los ovocitos madurados in vitro (IVM) (Greve el al., 1987; 

Leibfried-Rutledge el al., 1987). El hecho que aproximadamente el 85% de ovocitos 

ovulados en vacas inseminadas desarrollan un embrión capaz de establecer la preñes 

es indicativo de una alta competencia en el desarrollo de un ovocito capacitado que ha 

madurado y ovulado in vivo. Por el contrario sólo un tercio de ovocitos madurados in 

vitro desarrollan a estados de mórula o blastocisto a pesar de si ellos son fertilizados 

in vivo (Gordon y Lu, 1990) o in vitro (Brackett y Zuelke, 1993; Dominko y First, 1997; 

Gordon, 1994). 

Los factores importantes, bajo la forma de proteínas o bajo la forma de RNAm estables, 

se almacenan durante crecimiento del ovocito y la maduración folicular final después 

de que el crecimiento se haya completado (Blondin y Sirard, 1995). Los ovocitos 

madurados in vitro esquivan la capacitación del ovo cito (Hyttel et al., 1997) y otros 

cambios substanciales ocurren in vivo bajo influencia de la LH y del ambiente folicular 

(Motlik y Fulka, 1981 ). El término "capacitación del ovocito" describe las modificaciones 

ultraestructurales que ocurren en el ovocito de folículos dominantes antes del pico de la 

LH. Estas modificaciones permiten que el ovocito logre la capacidad completa de 

desarrollo (Hyttel et al., 1997). La formación del pronúcleo masculino se reduce 

perceptiblemente en los ovocitos madurados in vitro (69%) cuando son comparados 

con los ovocitos madurados in vivo (el 88%) (Leibfried-Rutledge el al., 1987). Sin 

embargo, la sobre estimulación de vacas con 6 dosis de FSH y una dosis de la LH 

después de que un período de 48 hrs se producen de 80% blastocistos. El potencial de 

desarrollo del ceo se afecta grandemente por el período entre la estimulación 

hormonal y la colección del ovario (Blondin y Sirard, 1997) y el intervalo entre la 

colección de ovarios y la aspiración del ovocito (Blondin et al., 1995) de los ovarios. El 

ovocito ovulado durante el ciclo estrual normal de la vaca se origina del folículo 

dominante. El folículo dominante crece a partir 2 a 15 milímetros en aproximadamente 5 

días (Driancourt, 1991). Varios ovocitos colectados para la maduración in vitro se 

originan de folículos subordinados o de los folículos crecientes que están por lo menos 

4 a 10 días alejados de cualquier ovulación posible. Aun cuando la mayor parte de 

estos ovocitos terminan su maduración nuclear, pocos llegan a la etapa del blastocisto 

(Van de Leemput et al., 1999). Incluso los procedimientos de selección rigurosos no 
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permiten siempre a los ovocitos su capacidad de convertirse en blastocisto después de 

procedimientos de maduración in vitro y fertilización (IVM/IVF). Se presume que estos 

ovocitos no pueden experimentar fertilización normal y desarrollo, son un resultado de 

una maduración citoplásmica incompleta. La maduración de ovocitos in vitro es 

independiente del ciclo estrual (Arlotto et al., 1996; Fukui y Sakuma, 1980). 

Diversos patrones de la síntesis de la proteína se han reportado por ovocitos 

madurados in vivo contra aquellos madurados in vitro (Kastrop et al., 1991 a). 

Diferencias se pueden también encontrar en los niveles ultraestructurales tales como la 

localización de los gránulos corticales (Szollosi, 1991 ). Finalmente, la expansión de las 

células del cúmulos es más extensa en vivo que in vitro (Hendriksen et al., 2000). 

1.1. 7 Maduración nuclear 

La maduración nuclear se refiere al progreso del núcleo del ovocito desde la vesícula 

germinal hasta la metafase 11. La maduración nuclear involucra la GVBD, el 

condensamiento de los cromosomas, la formación del huso metafásico, la separación 

de cromosomas homólogos con la expulsión del primer cuerpo polar y el arresto en la 

metafase 11 (Kubelka et al., 1988). La membrana nuclear comienza a plegarse, los 

poros nucleares desaparecen entonces la membrana nuclear experimenta una 

fragmentación y rápidamente desaparece (Szollosi, 1991 ). Es necesario un periodo de 

24 hrs para que un ovocito bovino complete la maduración nuclear. Aparentemente la 

maduración nuclear sigue el mismo patrón in vivo que in Vitro (Hyttel et al., 1986b). La 

maduración nuclear implica cambios en la síntesis y patrones de las proteínas (Hunter y 

Moor, 1977). Los ovocitos bovinos muestran cambios marcados en los patrones de 

síntesis de proteínas después de la GVBD in Vitro e in Vivo, mientras que los ovocitos 

que permanecen en el estado de vesícula germinal tienen patrones de síntesis de 

proteínas consistentes (Kastrop et al., 1990a; Kastrop etal., 1990b). 

La habilidad del ovocito para completar la meiósis es conocida como potencial meiótico. 

El potencial meiótico se adquiere gradualmente durante el crecimiento folicular. Los 

ovocitos primero adquieren la capacidad de entrar a GVBD y la condensación de los 

cromosomas, más adelante en el desarrollo folicular se requiere adquirir la habilidad de 
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progresar hasta la metafase 1 y finalmente estos adquieren la habilidad de alcanzar la 

metafase 11. La habilidad de completar la transición de MI hasta la Mil coincide con que 

se logra el tamaño total y con el proceso de la compactación núcleolar (Motlik et al., 

1984). 

Los ovocitos en crecimiento pueden ser categorizados como competentes o 

incompetentes para reanudar la meiósis (Arlotto et al., 1996). Los ovocitos bovinos 

incompetentes se quedan en el estado de vesícula germinal porque no poseen 

suficiente ciclina B para avanzar más allá de la profase 1 (Chesnel y Eppig, 1995). El 

potencial meiótico está asociado con un aumento en la concentración de p34, esta se 

acumula al final del crecimiento del ovocito (Chesnel y Eppig, 1995), y también en 

desfosforilaciones específicas o un p34 fosforilado inactivo en residuos de treonina y 

tirosina por la fosfatasa cdc25 (Dunphy y Kumagai, 1991 ). La adquisición de un 

completo potencial meiótico coincide con la reducción de la actividad transcripcional 

nucleolar en ovocitos bovinos (Hyttel et al., 1997; Motlik et al., 1984). El potencial 

meiótico está relacionado estrechamente con el tamaño del ovocito, y este a su vez 

está relacionado con el tamaño del folículo (Armstrong, 2001 ). El tamaño del folículo 

antral en el que el ovocito adquiere su potencial meiótico especifico de especie. Los 

ovocitos bovinos adquieren la habilidad de completar la GVBD y la meiosis cuando el 

folículo antral alcanza de 2 a 3 mm de diámetro (Fair et al., 1995; Lonergan et al., 

1994b; Motlik y Fulka, 1986). El potencial meiótico esta relacionado al diámetro del 

ovocito, los ovocitos de bovino deben tener un diámetro 11 O 1-1m para completar la 

maduración nuclear hasta la metafase 11 (Fair et al., 1995; Otoi et al., 1997). Los 

ovocitos bovinos con un diámetro dentro de la zona pelúcida menor a 95 1-1m son 

incapaces de reanudar la miósis in vitro. Una gran proporción de los ovocitos bovinos 

son capaces de reanudar la meiosis en la MI una vez que el diámetro del ovocito es al 

menos de 100 1-1m (Fair et al., 1995; Otoi et al., 1997). Como sea, el ovocito debe medir 

110 1-1m o más para poder alcanzar la Mil (Fair et al., 1995). La habilidad de desarrollar 

hasta el estadio de. blastocisto in vitro aumenta con el crecimiento del ovocito (Arlotto et 

al., 1996; Fair et al., 1995; Harada et al., 1997). Los porcentajes de segmentación y de 

blastocistos aumentan paralelamente con el potencial meiótico y son significativamente 

altos los porcentajes obtenidos cuando el diámetro de los ovocitos fertilizados es mayor 
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. a 120 ¡.Jm (Hazeleger et al., 1995). El potencial de desarrollo es aparentemente similar 

en ovocitos originados de folículos no atrésicos o levemente atrésicos (Blondin et al., 

1996a; Blondin y Sirard, 1995; Fair et al., 1995). Una vez que el ovocito se vuelve 

meióticamente competente, los factores inhibidores son necesarios para mantener al 

ovocito en arresto meiótico. 

Figura 5. El complejo cúmulus ovocito (COC) con capas expandidas de células del 

cúmulus después de 24h de maduración. 
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Figura 6. Los estados de maduración nuclear de ovocitos de bovino (Sirard et al, 
1989). 

El tiempo promedio que los ovocitos pasan en cada estadio está indicado en el cuadro 

2 siguiente: 
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Cuadro 2. El tiempo promedio por estadio del ovocito en maduración. 

Foto Estado nuclear Tiempo (h} 

a Vesícula Germinal (GV) 0-6.36 

a Vesícula Germinal fracturada (GVBD) 6.36-8.0 

b Condensado 8.0-10.18 

e Metafase 1 (M 1) 10.18-15.24 

d Anafase 1 (A 1) 15.24-16.36 

e Telofase 1 (T 1) 16.36-18.0 

f Metafase 11 (Mil} y cuerpo polar (Pb) 18.0-24.0 

El tiempo O representa el inicio de la maduración in vitro. (Adaptado de Sirard et al, 
1989). 

1.1.8 Maduración citoplasmática 

La maduración citoplasmática describe los cambios ultraestructurales que toman lugar 

en el ovocito desde vesícula germinal hasta la etapa de Mil y la adquisición del 

potencial de desarrollo del ovocito (Calarco, 1995; Duranthon y Renard, 2001; Hyttel et 

al., 1986a; Hyttel et al., 1986b}. La maduración citoplasmática es indirectamente y 

retroactivamente evaluada como la habilidad de un ovocito maduro de experimentar la 

fertilización, segmentación y el desarrollo a blastocisto. Otros parámetros morfológicos 

indirectos tomados en cuenta para evaluar la maduración citoplasmática incluyen la 

expansión del cúmulus, la expulsión del cuerpo polar y un aumento en el espacio 

perivitelino (Kruip et al., 1982). En la figura 4 se muetra un ovocito inmaduro que 

presenta una apretada capa compacta de células del cumulus, la calidad de estas 

células permitira en gran medida la maduración citoplamática del ovocito. 
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1.1.9 Cambios morfológicos y ultraestructurales del ovocito 

Los cambios ultraestructurales que toman lugar durante la maduración del ovocito son 

importantes para alcanzar la maduración citoplasmática y asegurar el futuro 

desarrollo. La vesícula germinal esta localizada excéntricamente en los ovocitos 

bovinos con un diámetro menor 11 O ~m, mientras que la vesícula germinal de óvulos 

con un diámetro mayor o igual a 110 ~m esta localizada cercana a la zona pelúcida 

(Fair, 1995). El núcleo de los ovocitos bovinos arrestados en estado de vesícula 

germinal contiene uno o dos nucleolo. El nucleolo encontrado en el ovocito de folículos 

primordiales es inactivo, mientras que el nucleolo encontrado en ovocitos preantrales 

con un diámetro de 0.5 a 1.6mm muestran una activa síntesis del RNA. (Crozet et al., 

1989). El nucleolo de ovocitos con un diámetro de 3 a 4 mm se condensa y disminuye 

la transcripción. La inactivación del nucleolo ocurre durante el crecimiento de los 

ovocitos bovinos cerca de 11 O a 120 ~m. (Fair et al., 1996). 

La localización y la morfología de la mitocondria cambia a través del desarrollo del 

ovocito, la mitocondria esta centralmente localizada en el ovocito con un diámetro más 

pequeño de 100 ~m, la mitocondria se desplaza a la periferia de ovocitos grandes 

mayores a 110 ~m, el movimiento de la mitocondria es dependiente de los 

microtúbulos, la morfología de la mitocondria es diferente de acuerdo al diámetro del 

ovocito. La mitocondria es redonda cuando el ovocito tiene un diámetro menor a 110 

~m; oval cuando el diámetro del ovocito se encuentra entre 100 y 11 O ~m. y elíptica 

(típica) cuando el diámetro del ovocito es de 11 O ~m. (Fair 1995). El aparato de Golgi 

es responsable de producir gránulos corticales y la zona pelúcida. El número de 

aparato de Golgi en el ovocito se incrementa con el diámetro del folículo creciente. (Fair 

1995). Los cambios en la localización de los gránulos corticales constituyen el más 

obvio signo ultra"estructural de maduración citoplásmica. Los gránulos corticales que se 

originan del aparato de Golgi son localizados originalmente en el centro del ovocito. Sin 

embargo, como el ovocito progresa al estadio de metafase 1, los gránulos corticales se 

mueven hacia la periferia del ovocito y se adhieren a la membrana plasmática, el patrón 

y localización de gránulos corticales parecen ser cruciales para una fertilización normal 

(Hyttel et al., 1986) la liberación del contenido de los gránulos corticales cambian las 
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propiedades físicas y químicas de la zona pelúcida, incrementa el tamaño del espacio 

perivitelino y previenen la poliespermia (Hyttel et al., 1986; Kruip et al., 1986). 

Las células del cúmulo alimentan al ovocito y proveen productos claves para la 

adquisición para la capacidad de desarrollo (figura 5). El nivel de glutation es bajo en el 

ovocito inmaduro, y se incrementa durante la maduración para llegar a un máximo nivel 

en la metafase 11 y entonces liberarse durante el estado temprano del desarrollo, el 

glutation esta involucrado en la reducción de enlaces disulfuro en la descondensación 

de la cromátida del esperma y en el reemplazo de protaminas por histonas, la ausencia 

o un número pequeño de células del cúmulus tiene un efecto negativo durante la 

producción del embrión (Blondin y Sirard, 1995), ovocitos desnudos en cultivo son 

capaces de alcanzar el estado de Mil, pero ellos son incapaces de sobrellevar la 

fertilización normal y el desarrollo. 

El retiro de las uniones gap cúmulus-ovocito del citoplasma esta temporalmente 

correlacionado con GVBD en ovocitos bovinos tanto in vitro como in vivo. Sin embargo 

el análisis metabólico ha mostrado que el GVBD en ovocitos de bovino toma lugar 

antes de cualquier disminución detectable en el transporte de pequeñas moléculas 

radio-marcadas entre el cúmulo y el ovocito (Laurincik et al., 1992). 

1.1.10 El MPF en la maduración del ovocito 

El factor promotor de la maduración (MPF) fue originalmente reportado como un factor 

encontrado en los ovocitos de la rana (Rana pipiens) que indujeron a ovocitos a 

reanudar la meiosis. El factor promotor de la maduración fue retitulado más adelante 

como factor que promueve la metafase porque está presente en las células que se 

dividen en casi todos los eucariotas y es igualmente eficaz en promover la entrada en la 

metafase independiente de la especie de las células receptoras o células donantes 

(Gautier et al., 1988). El MPF regula la transición de G2/M en meiósis y células 

somáticas. Hasta el momento MPF se ha demostrado ser activo durante la maduración 

del ovocito de todas las especies estudiadas. MPF es una proteína kinasa cuya 

actividad acciona una serie de reacciones que conducen a la interrupción de la 

membrana nuclear, condensación y alargamiento de los cromosomas y por lo tanto la 
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entrada a meiósis y la detención en la segunda meiósis. MPF es un proteína compleja 

integrada por dos subunidades: p34cdc2 y cyclina B (Gautier et al., 1988). P34cdc2 es 

una proteína del 32 kDa homóloga del gene de la. levadura cdc2 del ciclo de la división 

célular (Erikson y Maller, 1989). Ciclina Bes una proteína del 45 kDa que en síntesis 

coincide con la activación de p34. Así, cyclina B es el componente regulador y p34cdc2 

es el componente catalítico de MPF. En ovocitos de bovino, la ciclina B es el factor 

!imitador para reactivar la meiosis (Levesque y Sirard, 1996). La inyección del ciclina B 

en ovocitos bovinos tratados con ciclohexamida reasumen la meiósis (Levesque y 

Sirard, 1996). La activación de MPF requiere primero la formación del complejo 

p34cdc2-ciclina B y en segundo lugar, fosforilación y defosforilación de p34cdc2 sí 

mismo. Ciclina B se sintetiza y se acumula durante interfase, mientras que p34cdc2 

está siempre presente en el citoplasma. La naturaleza cíclica de MPF se explica por las 

fases de la síntesis y de la degradación del ciclina B. La degradación del ciclina B inicia 

la transición del metafase a la anafase y la declinación de la actividad p34cdc2 

(Hashimoto y Kishimoto, 1988). Así los niveles de MPF en el ovocito en GV son bajos, 

pero se incrementan en GVBD y están alcanzando un máximo MI; hay entonces una 

pérdida rápida en actividad en la anafase hacia telofase seguido por otra elevación 

pues el ovocito arriba a Mil (Fulka et al., 1992). Este segundo nivel se mantiene hasta 

la terminación de Mil en la fertilización o la activación partenogenética (Fulka et al., 

1992; Hashimoto y Kishimoto, 1988). Los niveles máximos de la actividad de MPF en 

ovocitos de los bóvidos corresponden con las dos metafases: 9-12 h y después de 18 h 

de cultivo in vitro. La declinación temporal en actividad del MPF ocurre en bóvidos entre 

las dos metafases. La reactivación de meiósis y el proceso de maduración son 

controlados por proteínas cinazas y fosfatasas, que modulan procesos celulares por 

eventos de fosforilación y defosforilación. En la especie de los bóvidos, es reactivada la 

meiósis. 

MPF parece ser el regulador Universal de la metafase en los ciclos celulares en meiósis 

y mitósis (Fissore et al., 1996). El MPF fosforila un número de proteínas y se cree que 

es el responsables de la desintegración de la membrana nuclear, condensación del 

cromatina y de la reorganización microtubular durante la meiósis (Kastrop et al., 1990b). 
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Inicialmente, el ovocito adquiere la capacidad de condensar completamente su 

cromatina. La condensación de cromatina requiere activo el MPF, que es 

predeterminado por una suficiente cantidad del ciclina 81 y p34cdc2 en una forma 

activa (Levesque y Sirard, 1996). El ovocito entonces adquiere la capacidad de formar 

una placa del MI y un huso funcional. El mecanismo de la separación del cromosoma 

no se relaciona simplemente con la formación del huso, porque los inhibidores de la 

fosfataza 1 tales como ácido okadaic permiten su separación, pero no su alineación en 

el huso (Levesque y Sirard, 1995). El siguiente paso es una progresión a la segunda 

placa de metafase y una protuberancia del cuerpo polar. El acontecimiento meiótico 

pasado es detenido en el paso Mil, que requiere el factor citostático funcional (CSF). La 

detención en Mil es mantenida por un factor citoestático (CSF). El CSF promueve el 

arresto meiótico estabilizando la actividad del MPF durante Mil y por lo tanto evita que 

los ovocitos progresen más allá del metafase (Levesque y Sirard, 1996). El arresto de la 

metafase 11 es mantenido hasta la reactivación de la meiósis debido a la mediación del 

esperma o la activación partenogenética. Estos acontecimientos liberan del arresto de 

la metafase 11 a través de la inactivación del MPF por la degradación del componente 

ciclina. 

1.1.11 Arresto meiótico 

La maduración de ovocitos bovinos es un proceso prolongado caracterizado por 

múltiples paros-arranques para su control. El primer arresto meiótico ocurre durante la 

vida prenatal cuando el ovocito procede a través de las primeras etapas de la meiósis y 

en la etapa del diploteno de la primera división meiótica. El ovocito se detiene en 

arresto miótico por muchos meses o aún años hasta que el proceso meiósis es 

reactivado por la oleada preovulatória de LH (Hyttel et al., 1997), atresia (Assey et al., 

1994) o por retiro del folículo. Los ovocitos de los bovinos son competentes para 

reactivar la meiósis cuando el diámetro del ovocito mide más el 110¡.¡m (Fair et al., 

1995; Hyttel et al., 1997). Está generalmente aceptado que las células foliculares 

secretan los factores necesitados para mantener la meiósis de ovocitos competentes en 

arresto meiótico. El segundo arresto meiótico ocurre cuando el ovocito alcanza la etapa 

del metafase de la segunda división meiótica. El ovocito termina la meiósis en 

respuesta de la fertilización o por la activación partenogénica. Estudios sobre 
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maduración de ovocitos permitió el desarrollo de tratamientos más eficaces para 

mantener a los ovocitos de bovino en arresto meiótico. El arresto meiótico in vitro ha 

sido estudiado usando los productos químicos o las fracciones foliculares para bloquear 

los procesos esenciales para la maduración del ovocito. 

1.1.12 Líquido folicular 

Además de proporcionar el alimento al ovocito, el líquido folicular también está 

implicado en la regulación de la maduración del ovocito. Se ha reportado que el líquido 

folicular no tiene ningún efecto para estimular o para inhibir la maduración del ovocito 

(Sirard et al., 1995; Sirard et al., 1998). El efecto del líquido folicular en la maduración 

del ovocito depende del tamaño del folículo, de la etapa del ciclo estrual (Sirard et al., 

1995) y la fracción del líquido folicular usada. 

El origen del líquido folicular es importante pero el efecto de su adición no es uniforme 

sobre ovocitos originados de folículos de diferentes tamaños. El efecto inhibitorio del 

líquido folicular en la maduración del ovocito ha sido reportado en los ratones, las 

ovejas, en el ganado, en los cerdos, los hámsteres y los seres humanos (Downs y' 

Eppig, 1985). 

El líquido folicular de los bovinos (BFF) inhibe totalmente y reversible la reactivación de 

la meiósis espontánea del ratón y ovocitos de hámster. Por otra parte, la maduración de 

los ovocitos de bovino es retrasada solamente por el líquido folicular bovino (Sirard y 

Bilodeau, 1990b}. La presencia del líquido folicular bovino en el medio de incubación 

reduce grandemente el número de las células del granulosa requeridas para mantener 

el complejo cúmulus ovocito CCO en arresto meiótico (Sirard y Bilodeau, 1990b}. 

El líquido folicular de los bovinos recogido de los pequeños y medianos folículos en el 

estro, tuvieron una capacidad más grande de prevenir el arresto meiótico, mientras que 

el líquido folicular recogido de los folículos grandes en el estro tenían menos capacidad 

de mantener la detención meiótica. La cantidad de líquido folicular presente en el medio 

de cultivo tiene una relación lineal inversa con la maduración nuclear de los ovocitos 

bovinos. Los ovocitos de los bovinos aislados del ambiente folicular rápidamente 

experimentan la reactivación de la meiosis (Sirard y Bilodeau, 1990b). 

Los factores inhibitorios potenciales se han aislado del líquido folicular bovino. 
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La presencia de una proteína quinaza soluble también se ha reportado en los bovinos y 

el líquido folicular humano (Sirard et al., 1989). El PKA soluble es probablemente un 

producto de las células de la granulosa de los folículos y sugiere que un estado 

altamente fosforilado sostendría la detención meiótica. Además, la presencia de una 

proteína de aproximadamente 6000 Mr encontrados en líquido folicular de los bovinos 

sugiere desempeñar un papel en el control de la meiósis (Dostal y Pavlok, 1996). Esta 

proteína no previene la reasunción meiótica de ovocitos desnudos. La suplementación 

del medio de incubación con 2.0 mg/ml de la proteína aislada induce la detención 

meiótica en todos los ovocitos tratados (Dostal y Pavlok, 1996). 

El ácido linoleico puede desempeñar un papel en mantener la detención meiótica de los 

ovocitos bovinos in vivo, el ácido linoleico es el ácido graso no saturado más abundante 

encontrado en líquido folicular bovino. La concentración del ácido linoleico disminuye 

perceptiblemente durante el desarrollo folicular (Homa y Brown, 1992). La incubación 

de los CCO bovinos con el ácido linoleico inhibió perceptiblemente GVBD de una 

manera dosis-dependiente, mientras que todos los otros ácidos grasos probados no 

tenían un efecto en la maduración del ovocito (Homa y Brown, 1992). Según lo 

mencionado antes, las purinas tienen un -efecto débil en la inhibición de la reactivación 

meiótica de los ovocitos bovinos (Sirard y First, 1988). Hipoxantina está presente en 

líquido folicular bovino, pero la cantidad de purinas encontradas en líquido folicular 

bovino no es comparable a las encontradas en el líquido folicular del ratón (Downs et 

al., 1989; Eppig et al., 1985). 

1.1.13 Células de la granulosa 

Las células del granulosa de los bovinos tienen una capacidad moderada de evitar que 

los ovocitos reasuman la meiosis in vitro (Sirard et al., 1995). Altas concentraciones de 

las células de la granulosa (10 a 100 millonesde células /mi) mantienen a los ovocitos 

en la detención meiótica, mientras que las bajas concentraciones de células de la 

granulosa (1 a 5 millones células /mi) estimulan al ovocito para reasumir la meiósis in 

vitro (Sirard y Bilodeau, 1990b), especialmente si el medio de cultivo incluye 

gonadotropinas o suero del estro (Sirard y Bilodeau, 1990a). El efecto inhibitorio de las 

células de la granulosa es amplificado por la presencia de BFF y del contacto directo 
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entre las células de la granulosa y las células del cúmulus (Sirard et al., 1992). El 

contacto directo entre las células de la granulosa y el ceo parece mantener ovocitos 

en la detención meiótica. El cultivar en agra el ceo antes del cultivo con las células del 

granulosa quita el efecto inhibitorio de las células del granulosa (Sirard y Bilodeau, 

199Gb). Las células de la granulosa en suspensión son más eficaces en la prevención 

de la reactivación meiótica de los COC que una monocapa de célula de la granulosa 

(Sirard y Bilodeau, 1990a). Las monocapas de las células de la granulosa de los 

bovinos con su medio condicionado proporcionan condiciones inhibitorias hasta el 33% 

de esos ovocitos que se adhieren a monocapas (Sirard y Bilodeau, 1990a}. Sin 

embargo, ninguna suspensión de las células frescas de la granulosa de los bovinos 

(Leibfried y First, 1980a; Sirard y Bilodeau, 199Gb} ni monocapas de las células del 

granulosa de los bovinos previenen completamente GVBD en los CCO de bovino 

(Richard y Sirard, 1996b; Sirard y Bilodeau, 1990a). 

Por lo menos el 50% de los CCO bovinos conectados con la membrana de la granulosa 

(CCOG) permanecen en detención meiótica por lo menos 22 h (Van tol et al., 1996). El 

efecto de .la membrana granulosa es revertido por la adición de FSH al medio de 

cultivo. La incubación de CCOG en presencia de las células de la teca realza la 

proporción de ovocitos en arresto meiótico incluso en presencia de FSH adicionado. 

Así, las células del teca secretan un factor que previene el GVBD inducido por FSH 

sobre CCOG. Además, la hemisecion del folículo, que contienen las células de la 

granulosa y del teca, inhiben la reasunción meiótica de ceo incluso en presencia de 

hormonas gonadotropinas (Carbonneau y Sirard, 1994). Las células de la granulosa 

bovina pueden participar en mantener la detención meiótica, pero la principal señal 

inhibitoria viene de las células de la teca (Richard y Sirard. 

1. 1.14 Células de la teca 

Las células de la teca mantienen a los ovocitos de bovino en arresto meiótico durante la 

maduración in vitro (Sirard y Bilodeau, 1990a). Las células de la teca son obtenidas por 

digestión enzimática de las capas externa e interna de la teca de los folículos que se 

extienden a partir de 2 a 5 milímetros de diámetro. La teca interna o externa son 

igualmente efectivas en mantener el CCOs en arresto meiótico (Richard y Sirard, 1996}. 
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Por otra parte, el CCOs cocultivados con una monocapa de células de la granulosa 

reactivan la meiósis (Richard y Sirard, 1996). Las monocapas de la célula de la teca 

son capaces de mantener el arresto meiótico secretando dos proteínas de 

aproximadamente 214 000 daltons y 190 000 daltons (Richard y Sirard, 1998). El patrón 

proteico de la monocapa de las células de la teca difiere del patrón proteico secretado 

por las células de la granulosa. Además, la secreción de las proteínas de 214 000 

daltons decrecen cuando las células de las teca están creciendo sobre una cubierta de 

colágeno. Por lo tanto, la proteína de los 214 000 daltons pudiera estar involucrada en 

los procesos del mantenimiento de arresto meiótico en los ovocitos de bovino (Richard 

y Sirard, 1998). 

La monocapa de las células de la teca mantienen al CCOs pero no a los ovocitos 

desnudos (OD) en el arresto meiótico (Richard y Sirard, 1996; Richard y Sirard, 1998). 

Por lo tanto, el factor inhibitorio actúa sobre el ovocito a través o en asociación con las 

células del cúmulo (Richard y Sirard, 1996). Sin embargo, los OD ca-cultivados con el 

CCOs aumenta perceptiblemente el porcentaje de arresto meiótico mantenido en el 

CCOs. Esto sugiere que los ovocitos desnudados producen un factor que modula las 

células de la teca o las células del cúmulo para incrementar la eficacia de las vías 

inhibitorias (Richard y Sirard, 1998). 

Remplazando el suero fetal por la albúmina sérica bovina (BSA) o el crecimiento de las 

células de la teca sobre una cubierta de colágeno resulta en una baja actividad 

inhibitoria (Richard y Sirard, 1998). Una monocapa de células de la teca requiere la 

presencia del 1 O% del suero fetal bovino para producir el efecto inhibitorio sobre la 

maduración del ovocito (Richard y Sirard, 1998). El contacto directo entre las células del 

teca y el CCOs no se requiere para mantener a los ovocitos bovinos en arresto meiótico 

porque la monocapa de las células de la teca libera el factor inhibitorio en el medio de 

cultivo. Además, el efecto inhibitorio de las células de la teca es completamente 

reversible hasta 24 h (Richard y Sirard, 1996). 

32 



Segunda parte 

1.2.1 Biología del fibroblasto 

Las células epiteliales de varios órganos pueden estar creciendo y ha la vez estudiados 

en un cultivo de tejido por que ha progresado la tecnología básica para el cultivo celular 

y ha mejorado el entendimiento de los distintos requerimientos de varios epitelios. 

El desarrollo de una estructura ordenada y un epitelio bien organizado durante la 

embriogénesis tal como el mantenimiento de la homeostasis de los epitelios 

estrictamente dependen sobre las interacciones epiteliales con tejido conectivo 

apropiado. 

De acuerdo con el tejido, la formación y mantenimiento de la epidermis madura, 

consiste en un estrato basal, granular y cornificado, un proceso continuo que involucra 

la proliferación de queratinocitos y diferenciación terminal, siendo regulado por 

influencias mesenquimas (figura 7). 

estrato corneo 

i estrato granuloso 

w--------
~ estrato espinoso 

estrato basal 

(/) lamina basal 

~ 
~ fibroblasto 

Figura 7. Ilustración esquemática de la arquitectura de la epidermis. 
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Los fibroblastos se originan del mesodermo, y dan soporte estructural. Son el tipo 

celular principal del tejido conectivo, de forma ahusada, producen fibras de colágeno, 

reticulares y elastina, estas fibras llenan los espacios del tejido conectivo y ayuda a 

formar cápsulas para órganos, tendones y ligamentos. 

Hay dos tipos de fibroblastos, los fibroblastos activos que se encuentran muy 

relacionados con el colágeno, poseen un RER y un aparato de Golgi bien desarrollado 

y es un tipo celular muy común. Los fibroblastos inactivos que son muy difíciles de 

distinguir de los que están activos, pero la diferencia estructural de estos radica en que 

el RER no esta tan desarrollado y posee muchos ribosomas. 

Las fibras que los fibroblastos producen tienen múltiples funciones. Las fibras de 

colágeno proporcionan una gran fuerza de tensión, además de ser una proteína muy 

abundante. Las fibras reticulares forman redes para dar un marco estructural. Las fibras 

elásticas da las propiedades flexibles al tejido conectivo (Wilson, 2003). 

Además los fibroblastos son únicos, ya que pueden transformase en cualquier célula 

de estos tejidos, y esta propiedad es llamada plasticidad fenotípica. En este proceso, la 

diferenciación puede ser alterada por moléculas de origen externo, que interactúan con 

los receptores de superficie, e inducen cascadas de interacciones moleculares; 

eventualmente estas activan la expresión génica, y esto lleva a la traducción de mRNA 

en proteínas, organización de proteínas en complejos supramoleculares (organelos), y 

por lo tanto diferentes apariencias celulares. 

Cierto número de estudios han sugerido que el fibroblasto es una célula madre para 

adipositos. Este fibroblasto puede derivar de una célula mesenquimatosa menos 

diferenciada; en tejido adiposo blanco, se ha mostrado síntesis inicial de lípidos en 

células fibroblasticas, después se intensifica su actividad lipogénica, y por último 

desarrolla una morfología más redonda y elabora lamina (Napolitano, 1963). Las 

características de traslapo de monocitos o macrófagos, unos en un lado, y los 

fibroblastos de otro. La posibilidad de que estos podrían transdiferenciarse uno a otro 

ha sido reconocido por cierto tiempo. 
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Una de las características principales de los miofibroblastos incluyen la vimentina y la 

a-smooth-muscle actin (aSMA) (Eyden, 1981). Una de las diferencias principales entre 

los fibroblastos y los miofibroblastos es la ausencia de aSMA y miofilamentos en los 

fibroblastos. 

1.2.2 Ciclo celular 

El ciclo de división celular consiste en: Mitósis (profase, metafase, anafase y 

telofase); fase G1 (que se divide en los estados "preinicio" G1, "Inicio", y en "postinicio" 

G1 ); fase S (involucra la síntesis del DNA); y fase G2 (antes de la mitósis y después de 

la síntesis de DNA). El éxito de la mitósis depende de la alternación fiel de la 

segregación de los cromosomas (la fase M) y la duplicación de los cromosomas (fase 

S). (Nurse, 1990).Se ha demostrado que mientras la célula posee su propia 

maquinaria para completar las diferentes fases del ciclo, también existe un control 

central del sistema (que es independiente de la maquinaria utilizada para los diferentes 

procesos involucrados en el ciclo celular) y esto es responsable de la regulación del 

inicio de estas diferentes fases de una manera ordenada. Este sistema de control, 

asegura que la célula no entre en mitósis antes de la sintesís del ADN sea completada 

o DNA dañado sea reparado, y tampoco entre a anafase antes de que todos los 

cromosomas se encuentren alineados en el plato ecuatorial y los cinetocoros de todos 

los cromosomas estén unidos al huso. 

Es sabido que el ciclo de división celular depende de dos tipos de proteínas, CDks y 

las ciclinas (Nurse, 1990). 

1.2.3 Quiescencia 

Cuando las células en cultivo están sembradas a una baja densidad en un medio que 

contiene suero, estas células pasan de una fase a otra del ciclo celular: G1, S, G2 y M. 

cada una de estas fases están reguladas por la acción coordinada de kinasas y 

proteasas (Kirschner, 1996). Cuando se les priva de suero las células continúan su 

ciclo hasta que completan la mitósis, con lo cual entran al estado GO (Pardee 1989). GO 

es un arresto quiescente de las células en mamíferos, donde se propone que las 

células se encuentran "fuera de ciclo" . Se sugiere que la habilidad de la célula para 
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entrar a la fase GO esta determinada por la carencia de suero o por factores de 

inhibición. Aunque estas células pueden ser reintroducidos al ciclo celular por la 

readición de suero o un factor de crecimiento purificado (Jones, 2001 ).Estos mitogenos 

debe estar presente antes del punto de restricción (Punto R) varias horas antes de la 

transición entre la fase G1 y S (Pardee A. B., 1989). 

1.2.4 Telómeros 

Una característica estructural del DNA es que la mayoría de las células 

somáticas en división, tanto in vivo como in vitro sobre llevan el acortamiento de los 

telómeros, que son estructuras de función crítica que participan en la estabilidad, 

replicación y segregación del cromosoma durante la mitósis, y la perdida gradual de las 

secuencias telomericas es como un "reloj mitótico" que lleva a un arresto del ciclo 

celular o también llamado senescencia celular (Holt et al. 1996). Esta pérdida de DNA 

telomérico ha sido calculado entre 50 y 200 pb por cada división celular. Una vez que 

los telómeros se acortan debajo de una longitud crítica pierden la capacidad de 

protegerse efectivamente y se piensa que esto activa la repuesta al daño del DNA y 

esto causa el arresto del ciclo celular (Lanza et al 2000). Las células puedenvencer 

esta pérdida, con la activación/expresión de una ribonucleoproteína llamada 

telomerasa, la cual sintetiza la secuencia TTAGGG repitiéndola de nuevo al final de los 

cromosomas. La pérdida de los telómeros observada en células somáticas ha sido 

atribuido a la edad del animal y la propagación del cultivo in vitro (Shiels et al., 1999; 

Lanza et al 2000). Se ha observado que los niveles reducidos de la actividad de la 

telomerasa en pasajes tardíos de células madre embrionarias en bovino, puede reparar 

el daño en los telómeros pero no previene el acortamiento de estos. Las células 

derivadas de pasajes tempranos cultivados a bajas concentraciones de suero pueden 

ser susceptibles a un incremento del daño/acortamiento a causa de los niveles 

reducidos de telomerasa debido de la salida del ciclo celular hacia un estado 

quiescente (Holt et al. 1996). Aun no ha sido determinado exactamente la longitud del 

telómero que refleja la edad fisiológica del animal (Shiels et al., 1999; Lanza etal2000). 
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1.2.5 Partenogénesis 

La partenogénesis se puede definir como la generación de un individuo sin participación 

del genoma paterno: su éxito depende de una adecuada activación del ovocito, de que 

la embriogénesis sea normal y de la obtención de un nacido vivo capaz de 

reproducirse. 

En el caso de los mamíferos no se ha reportado hasta la fecha el nacimiento del primer 

ser vivo derivado de un embrión exclusivamente partenogénico. 

La partenogénesis se ha descrito en diferentes especies dentro de la escala zoológica: 

insectos (Gottlieb et al1998; Stouthamer et al., 1993), anélidos (Stephano et al., 1995), 

marsupiales (Anderson et al., 1993), erizos de mar, batracios (Kiotz et al 1990), peces 

(Matzuk et al 1997; Washitani et al 1997), pavos y plantas (Cassar et al 1998). Es de 

anotar que a pesar de haber obtenido nacidos vivos con capacidad reproductiva 

normal, estos animales partenogénicos tienen algún grado de retraso en su desarrollo 

comparados con los obtenidos por reproducción sexual. 

En los individuos que se reproducen sexualmente son necesarios los genomas paterno 

y materno para un adecuado desarrollo embrionario. In vivo e in vitro se ha observado 

algún grado de desarrollo cuando sólo participa uno de los genomas. Tal es el caso de 

los androgenicos, embriones cuyo genoma es exclusivamente de origen paterno, los 

cuales alcanzan el estadio de blastocisto pero no superan el de somites temprano. Se 

ha demostrado que si se introducen en embriones normales células embrionarias 

provenientes de embriones androgénicos éstas serán casi exclusivamente parte de la 

placenta y excepcionalmente del embrión. En el caso de embriones con participación 

exclusivamente materna (ginogenicos), al ser transferidos al útero, pueden llegar a 

implantarse de una manera inadecuada y no tener un desarrollo normal por el escaso 

tejido placentario que presentan. 

Debido a que una pequeña proporción de ovocitos se activan espontáneamente, en 

ocasiones la formación y el desarrollo de los embriones pueden darse sin la activación 

del espermatozoide y originar un embrión partenogénico. Actualmente se pueden 

obtener mediante la activación artificial de los ovocitos y la manipulación de las células 

embrionarias. 
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En la mayoría de los mamíferos, los ovocitos son ovulados en metafase 11 y son 

retenidos en este estado hasta su activación por la fertilización de un espermatozoide o 

por estímulos artificiales (activación partenogenetica). Los ovocitos son arrestados en 

Mil debido a la persistencia de gran cantidad del factor que promuebe la maduracion 

(MPF) un eterodimer de P34 cdc2 quinasa, una cilcina By de un factor citostatico (CSF) 

productos de los proto-oncogenos c-mos que previene la degradacion de las ciclinas y 

son mantenidas por las enzimas de la familia de los mitogenos activados proteínas 

quinasas (MAPK) (Dupont, 1998). La penetración de la celula espermatica dentro del 

ovocito promuebe alteraciones en las concentraiones de Ca++ intracelular por varias 

horas en el raton (Vitullo y Ozil, 1992; Jones y Whittingham, 1996; Lawrence et al., 

1998), cerdos (Sun et al., 1992) y bovino (Nakada y Mizuno, 1998; Tosti et al., 2002). 

Tales ocilaciones son responsables para la inactivación de MPF por medio de la 

inactivación de MAPK y CSF, ademas de la destrucción de la cilcina B (White y Yue, 

1996; Dupont, 1998). 

Los ovocitos activados, bien sea espontáneamente o inducidos, son indistinguibles 

desde el punto de vista morfológico. Las proporciones de inducción espontánea de la 

partenogénesis bovina varían desde 3.6% a 57% (Lechniak et al 1998). La activación 

de los ovocitos en metafase 11 puede ser inducida por una amplia variedad de estímulos 

químicos cuya efectividad disminuye a medida que el ovocito envejece (Kaufman et al 

1987). Estos estímulos permiten la movilización del Ca++ intra o extracelular y los 

consecuentes eventos similares a los observados en la fertilización. Se encuentran 

entre estos el etanol (Nagai et al.,1987), el ionóforo de calcio A23187 (Wiston et al 

1991 ), la solución ácida de Tyrode (Jonson et al., 1990), la puromicina (Balakier et al., 

1993; De Sutter et al., 1992) y la estimulación eléctrica. Cada especie responde a la 

activación en una forma diferente: en los bovinos se ha reportado hasta un 64% de 

activación utilizando etanol al 7%. Otros estudios como el de Marshall y col.1997, 

informan un 92% de activación partenogénica con pulsos eléctricos en el modelo del 

mono tití; en los humanos Levron y col.1995, mostraron un 95% de activación utilizando 

manitol y electricidad, y finalmente Winston y col. 1991, obtuvieron un 16% utilizando 

etanol. La puromicina produce una activación de los ovocitos del 20% pero compromete 

el desarrollo, ya que el 90% de los embriones no se dividen (Balakier et al., 1993). Los 
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embriones obtenidos pueden ser haploides o diploides dependiendo de la extrusión o 

no del segundo cuerpo polar. Los embriones diploides (cromosómicamente normales) 

son los que usualmente alcanzan el estado de blastocisto y sus células pueden formar 

parte de individuos nacidos vivos. Sin embargo, varios reportes demuestran que estos 

embriones tienen un menor potencial de desarrollo que puede ser explicado por la baja 

celularidad al compararlos con embriones de la misma edad obtenidos por fertilización 

in vivo o in vitro (Dyban et al., 1989). Estos embriones activados en ciertas especies no 

alcanzan estadios de desarrollo avanzados y en el humano no pasan del estadio de 8 

células cuando se cultivan in vitro (Wiston et al 1991 ). De la Fuente y King (De la fuente 

et al., 1998) demostraron que los embriones partenogénicos tenían menos células de la 

masa celular interna y del trofoblasto que los obtenidos por fertilización, y que además 

su constitución genética estaba alterada siendo poliploides o mixoploides. Por otro lado, 

utilizando sistemas de agregación celular embrionaria en murinos, Surani y col. en 1977 

obtuvieron nacidos vivos a partir de embriones quiméricos que tenían tanto blastómeros 

de embriones normales como de partenogénicos diploides; reportaron en su estudio 

que del 30 al 50% de las células de los nacidos vivos eran de origen partenogénico. 

Estos hallazgos demostraron la posibilidad de que las células de embriones 

partenogénicos pudieran ser parte de individuos adultos, y dejaban abierta la 

factibilidad de su manipulación. 

Se ha realizado la clonación mediante la transferencia de núcleos de células 

provenientes de embriones partenogénicos a ovocitos activados, para así poder aclarar 

las interacciones citoplasma núcleo a escala embrionaria (Boediono et al., 1995). Esta 

interacción puede evidenciarse por el hinchamiendo del núcleo, la condensación 

prematura de la cromatina y los cambios en la estructura de los nucléolos (Winger et al 

1997), en condiciones de ausencia del genoma materno o paterno. La producción de 

embriones partenogénicos es importante para el análisis de los mecanismos que 

regulan el desarrollo embrionario, el crecimiento de los embriones y potenciales 

individuos uniparentales. Eri el modelo murino se ha estudiado el papel de los genomas 

paterno y materno durante el desarrollo, sentando con ello las bases de la impronta 

genética y también de los patrones de herencia de los centrosomas. 
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El desarrollo de las técnicas de clonación mediante la transferencia de núcleos se 

conoce desde 1977, cuando se transfirieron núcleos de células embrionarias a ovocitos 

enucleados (Zurani et al., 1977). De estos estudios se pudo demostrar lá 

totipotencialidad de los núcleos de las células de las primeras divisiones embrionarias y 

la pérdida de esta propiedad conforme avanza el desarrollo. 

En el análisis de los mecanismos que regulan el desarrollo y el crecimiento de los 

embriones uniparentales, se ha informado en el modelo murino que el gen del factor de 

crecimiento insulinoide 11 (IGFII) que se expresa en los individuos, es el de origen 

paterno. Se ha observado en estudios de quimeras de agregación una fuerte selección 

hacia las células de origen partenogénico, excluyéndolas prácticamente de algunos 

tejidos como el músculo esquelético; esta es una evidencia indirecta de la necesidad de 

la impronta parental de los genomas (Nagy et al., 1989). 

Se ha demostrado en los centrosomas (los organelos celulares en donde se organiza el 

huso mitótico para la división celular) que su forma de herencia es paterna y por lo 

tanto, en la mayoría de las especies, su construcción y sus patrones de herencia son 

motivo de una activa investigación (Schatten et al., 1991). Los embriones 

partenogénicos son fuente de información en esta área dado que dividen sus células 

sin replicar su centrosoma. Todo lo expuesto muestra cómo en los mamíferos se 

pueden observar fenómenos genéticos y de desarrollo que no se observan en otros 

modelos animales, y que además junto con las nuevas tecnologías in vitro de 

manipulación de embriones se pue den aclarar y entender los mecanismos de 

repartición de los cromosomas, del desarrollo embrionario temprano, del estudio de 

nuevas formas de herencia y, finalmente, gracias a la clonación, la interacción del 

citoplasma y el núcleo en los modelos embrionarios. 

1.2.6 Re programación nuclear de células somáticas 

Las mayores pérdidas embrionarias ocurren durante el desarrollo de la preimplantación. 

En bovinos (Bruggerhoff et al., 2002, Gibbons et al., 2002, Kishi et al., 2000, Kubota et 

al., 2000, Wells et al., 1998, Edwards et al., 2001, Shiga et al., 1999, Hill et al., 2000) 

como en otras especies incluyendo cabras (Zou et al., 2001 ), ovejas (Wilmut et al., 

1997) y conejos (Chesne et al., 2002), siendo mayores al 65% de embriones clonados 
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fallidos en el periodo de desarrollo de mórula compacta a blastocisto. Aproximadamente 

el 50% de los embriones clonados bovinos en etapa de blastocisto establecen la preñez 

después de su transferencia a una hembra nodriza. Sin embargo, comenzando 30 días 

aproximadamente y continuando hacia el día 60 de la gestación, la muerte embrionaria 

pudiera ocurrir en 50 al 100% de las gestaciones (la ausencia de latido del corazón y 

separación de las membranas de la placenta). (Gibbons et al. 2002, Hill et al., 2000, 

Kasinathan et al., 2002, Wells et al., 1998) han reportado similares pérdidas 

comparadas con las pérdidas de preñez en bovinos por servicio natural (pérdidas del 2 

al 10%, o usando los procedimientos de IVMFC (16%;) (Hasler J. F., 1998, Hasler et al., 

1995). La examinación de la placenta originada de los embriones clonados entre los 

días 40-50 de gestación revelan que la placenta, esta hipoplástica, parcialmente 

desarrollada con cotiledones rudimentarios (Stice et al., 1996), o aquellos que son 

esencialmente normales cuando se comparan con los embriones derivados de FIV (Hill 

et al., 2000). El incremento en la incidencia de abortos espontáneos durante el 

segundo trimestre de gestación fue reportado por (Kato et al., 2000, Kishi et al., 2000, 

Kubota, et al., 2000, Wells et al., 1999, Edwards et al., 2001), y los exámenes 

macroscópicos e histopatológicos de fetos abortados revelan pocas anormalidades 

(McCracken et al., 2001 ). Sin embargo, las placentas a menudo son anormales con una 

marcada reducción en los cotiledones del feto (menores que 20 comparados con los 

normales de 70 a 120) (Young et al., 2001 ). Aún más, las membranas fetales son 

pesadas y edematosas. 

El aborto de fetos bovinos clonados ocurren durante el tercer trimestre de gestación 

entre los días 200 a 265 (280 días= término). Las pérdidas durante éste periodo están 

generalmente caracterizadas por un incremento marcado en la incidencia de 

hidroalantoides y muerte fetal (Gibbons et al., 2002, Zakhartchenko et al., 1999, 

Heyman et al., 2002, Wells et al., 1999, Piedrahita et al., 2002, Hill et al., 1999, 

Chavatte-Palmer et al., 2002). El hidroalantoides es acompañado por una marcada 

reducción de los placentomas, el advenimiento de la placenta y edema de los 

intercotiledones de la membrana placenta!. (Edwards et al., 2003). 

La muerte tardía de los fetos clonados son primeramente el resultado de la inadecuada 

placentación, los exámenes microscópicos de fetos neonatales no se han identificado 
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con cualquier conocimiento genético o anormalidad generada (McCracken et al., 2001). 

El liquido amniótico y meconio generalmente se encuentran presentes en los pulmones 

de todos los fetos a término indicando algún grado de estrés en el útero antes de morir. 

Los terneros clonados son mas grandes al nacimiento y tienen un rango bajo de 

sobrevivencia postnatal cuando se comparan con su contraparte in vitro. (Edwards et 

al., 2003) (Kato et al., 2000, Heyman, et. al. 2002). La mayoría de los terneros 

derivados de la placenta anormal requieren un monitoreo intenso y terapia después de 

su nacimiento para tratar las complicaciones que pudieran incluir dismasturia del 

pulmón, hipertensión pulmonar, dolor respiratorio, hipoxia, hipotermia, hipoglicemia, 

acidosis metabólica, incremento del tamaño de las venas y arterias umbilicales, así 

como el desarrollo de sepsis en cualquiera de las estructuras umbilicales o pulmonares 

(Gibbons et al., 2002, Wells et al.. 1999, Wells et al., 1998, Hill et al., 2000, Hill et al., 

1999). 

Severas complicaciones pueden no ser evidentes por varios meses. Gibbons et al., 

2002, reporto la perdida de un ternero aproximadamente a los 60 días de edad y la 

necropsia reveló adhesiones consistentes en los pulmones con neumonía, y problemas 

digestivos asociados con indigestión vagal. Similares complicaciones han sido descritas 

de clones derivados de fetos (Hill et al., 1999) y células embrionarias (Garry et al., 

1996). 

Pace et al., 2002, reportaron similares rangos de crecimiento en el desempeño 

reproductivo y características de la lactación de los bovinos clonados comparados con 

los bovinos naturales lecheros. Aún más, Enright et al., 2002, demostró que las 

vaquillas clonadas no presentaron diferente longitud del ciclo estral, diámetro del 

foliculo ovulatório, número de oleadas foliculares o perfiles de los cambios hormonales 

(LH, FSH, Estradiol y Pogesterona). La concentración de hormonas de crecimiento para 

clones derivados de 13 años de edad en la raza Holstein, los valores registrados de 

IGF-1 y GFBP3 se encontraron todos en el mismo rango reportado para las vaquillas no 

clonadas de edad similar (Govoni et al., 2002). 

Sin embargo, aunque los animales clonados pudieran parecer normales y saludables, 

es posible que patologías no diagnosticadas puedan desarrollarse tardíamente en la 

vida (Chavatte-Palmer et al., 2002). Como un resultado de cambios subsecuentes en la 
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estructura de la cromatina y/o expresión génica. Miyashita et al., 2002, encontraron 

diferencias en las longitudes de los telómeros entre bovinos clonados derivados de 

diferentes tipos de células. Más aún, puede o no ser normal la inactivación del 

cromosoma X reportada en el ratón (Eggan et al., 2000) y en el bovino (Xue et al., 

2002). Wrenzycki et al., 2002, notaron una aberrante expresión de genes que pueden 

ser de importancia en la adaptación del estrés, función trofoblástica y metilación del 

DNA, durante el desarrollo de la preimplantación en embriones de bovinos clonados. 

Aún, muchos ratones y otros animales han sobrevivido a la madurez a pesar de 

presentar disfunción de genes, indicando que el desarrollo en mamíferos puede ser 

bastante tolerante a las aberraciones epigenéticas del genoma (Humpherys et al., 

2001 ). Las últimas consecuencias de aberraciones epigenéticas del genoma en 

animales clonados permanecen inciertas pero puede resultar en una muerte temprana. 

1.2.7 Factores que afectan la reprogramación celular 

Ciertamente varios factores relacionados con SCNT así como los procedimientos y el 

medio ambiente de cultivo pueden contribuir a la muerte embrionaria y fetal de 

embriones clonados. La enucleación de un ovocito involucra remover físicamente del 5-

15% o más del citoplasma. Para la confirmación de que el ovocito ha sido enucleado, 

este se irradia con luz ultravioleta y se ha demostrado que este procedimiento altera la 

integridad de la membrana, que incrementa la demanda de metionina, altera la síntesis 

de proteínas y la actividad mitocondrial (Smith, 1993). La inserción de un núcleo de una 

célula somática al citoplasma de un ovocito generalmente involucra la fusión por 

inducción eléctrica o microinyección. Algunos grados de lisis ocurren después de 

cualquiera de los procedimientos anteriores indicando alteraciones en la integridad de 

la membrana del citoplasma (Ritchie y Campbell, 1995, Van Stekelenburg-Hamers et 

al., 1993). Una variedad de protocolos han sido descritos para la activación de 

embriones clonados, la mayoría involucra exposiciones a agentes químicos nocivos 

para iniciar el ciclo celular embrionario (Gibbons et al., 2002, Wells et al., 1999 y Cibelli 

et al., 1998). Los embriones son nutridos en un ambiente hostil hasta su transferencia 

dentro de receptoras nodrizas. 
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Estas dificultades que se presentan pueden ser asociadas a la producción de 

embriones in vitro ya que en ella hay alteraciones en la expresión . de genes en 

embriones y fetos de bovino (Blondin et al., 2000), borrego (Young et al., 2001 ), el 

incremento de abortos con un 16% (Hasler et al., 1995), hidroalantoides con 1% 

(Hasler, 1998), fetos muy pesados (Farin et al., 1995), distocia (Hasler 1998 y Walker et 

al., 1996), síndrome del ternero gigante (Garry et al., 1996, Young et al., 1998) 

incrementan la mortalidad hasta un 14.9% (Hasler et al., 1995). 

La expresión de genes importantes para el desarrollo embrionario y fetal son alterados 

en embriones clonados. Más recientemente, Yong-Kook et al., 2001, encontró, que los 

modelos de metilación están muy dañados en varias regiones genómicas en 

embriones clonados de bovino. Sobre todo, el análisis de varios genes importantes en 

el desarrollo en embriones clonados revelaron una expresión anormal en IL6, FGF4, y 

FGFr2, (Daniels et al., 2000), G6PD y Xist (Wrenzycki et al., 2002) y Oct4 (Boiani et al., 

2002). Además, Wrenzycki et al., 2001, reportaron que las alteraciones en la expresión 

de genes que ocurren en embriones clonados, pudieran ser dependientes de los 

protocolos usados para clonación. Así mismo, la habilidad del citoplasma del ovocito 

para una reprogramación efectiva del núcleo somático puede diferir de acuerdo al tipo 

de célula. Por ejemplo, los núcleos obtenidos de células de Sertoli y del cerebro 

siguiendo la microinyección dentro de citoplastos en Mil no sobrellevaron el desarrollo a 

término comparados con núcleos de células del cúmulo de ratón (Wakayama et ¡:¡1., 

1998). Observaciones similares se han hecho en bovinos (Kato et al., 2000, Forsberg 

et al., 2002). 

Los animales clonados por transferencia nuclear de ovocitos de rastro tienen geno mas 

nucleares idénticos pero diferente ADN mitocondrial; por esto, ellos pudieran no ser 

·verdaderamente idénticos. El ADN mitocondrial de origen materno (ovocitos), puede ser 

asociado con algunas características de producción tales como la producción de la 

leche (Schutz et al., 1994) y características de la canal (Mannen et al., 1998). 
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1.2.8 Problemas asociados a la clonación animal 

Las mayores pérdidas embrionarias ocurren durante el desarrollo de la preimplantación. 

En bovinOs (Bruggerhoff et al., 2002, Gibbons et al., 2002, Kishi et al., 2000, Kubota et 

al., 2000, Wells et al., 1998, Edwards et al., 2001, Shiga et al., 1999, Hill et al., 2000) 

como en otras especies incluyendo cabras (Zou et al., 2001 ), ovejas (Wilmut et al., 

1997) y conejos (Chesne et al., 2002), siendo mayores al 65 %de embriones clonados 

fallidos en el periodo de desarrollo de mórula compacta a blastocisto. Aproximadamente 

el 50% de los embriones clonados bovinos en etapa de blastocisto establecen la preñez 

después de su transferencia a una hembra nodriza. Sin embargo, comenzando 30 días 

aproximadamente y continuando hacia el día 60 de la gestación, la muerte embrionaria 

pudiera ocurrir en 50 al 100% de las gestaciones (la ausencia de latido del corazón y 

separación de las membranas de la placenta). (Gibbons et al. 2002, Hill et al., 2000, 

Kasinathan et al., 2002, Wells et al., 1998) han reportado similares pérdidas 

comparadas con las pérdidas de preñez en bovinos por servicio natural (pérdidas del 2 

al10%, o usando los procedimientos de IVMFC (16%;) (Hasler J. F., 1998, Hasler et al., 

1995). La examinación de la placenta originada de los embriones clonados entre los 

días 40-50 de gestación revelan que la placenta, esta hipoplástica, parcialmente 

desarrollada con cotiledones rudimentarios (Stice et al., 1996), o aquellos que son 

esencialmente normales cuando se comparan con los embriones derivados de FIV (Hill 

et al., 2000). El incremento en la incidencia de abortos espontáneos durante el 

segundo trimestre de gestación fue reportado por (Kato et al., 2000, Kishi et al., 2000, 

Kubota, et al., 2000, Wells et al., 1999, Edwards et al., 2001), y los exámenes 

macroscópicos e histopatológicos de fetos abortados revelan pocas anormalidades 

(McCracken et al., 2001 ). Sin embargo, las placentas a menudo son anormales con una 

marcada reducción en los cotiledones del feto (menores que 20 comparados con los 

normales de 70 a 120) (Young et al., 2001). Aún más, las membranas fetales son 

pesadas y edematosas. 

El aborto de fetos bovinos clonados ocurren durante el tercer trimestre de gestación 

entre los días 200 a 265 (280 días= término). Las pérdidas durante éste periodo están 

generalmente caracterizadas por un incremento marcado en la incidencia de 

hidroalantoides y muerte fetal (Gibbons et al., 2002, Zakhartchenko et al., 1999, 
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Heyman et al., 2002, Wells et al., 1999, Piedrahita et al., 2002, Hill et al., 1999, 

Chavatte-Palmer et al., 2002). El hidroalantoides es acompañado por una marcada 

reducción de los placentomas, el advenimiento de la placenta y edema de los 

intercotiledones de la membrana placenta!. (Edwards et al., 2003). 

La muerte tardía de los fetos clonados son primeramente el resultado de la inadecuada 

placentación, los exámenes microscópicos de fetos neonatales no se han identificado 

con cualquier conocimiento genético o anormalidad generada (McCracken et al., 2001 ). 

El líquido amniótico y meconio generalmente se encuentran presentes en los pulmones 

de todos los fetos a término indicando algún grado de estrés en el útero antes de morir. 

Los terneros clonados son mas grandes al nacimiento y tienen un rango bajo de 

sobrevivencia postnatal cuando se comparan con su contraparte in vitro. (Edwards et 

al., 2003) (Kato et al., 2000, Heyman, et. al. 2002). La mayoría de los terneros 

derivados de la placenta anormal requieren un monitoreo intenso y terapia después de 

su nacimiento para tratar las complicaciones que pudieran incluir dismasturia del 

pulmón, hipertensión pulmonar, dolor respiratorio, hipoxia, hipotermia, hipoglicemia, 

acidosis metabólica, incremento del tamaño de las venas y arterias umbilicales, así 

como el desarrollo de sepsis en cualquiera de las estructuras umbilicales o pulmonares 

(Gibbons et al., 2002, Wells et al.. 1999, Wells et al., 1998, Hill et al., 2000, Hill et al., 

1999). 

Severas complicaciones pueden no ser evidentes por varios meses. Gibbons et al., 

2002, reporto la perdida de un ternero aproximadamente a los 60 días de edad y la 

necropsia reveló adhesiones consistentes en los pulmones con neumonía, y problemas 

digestivos asociados con indigestión vagal. Similares complicaciones han sido descritas 

de clones derivados de fetos (Hill et al., 1999) y células embrionarias (Garry et al., 

1996). 

Pace et al., 2002, reportaron similares rangos de crecimiento en el desempeño 

reproductivo y características de la lactación de los bovinos clonados comparados con 

los bovinos naturales lecheros. Aún más, Enright et al., 2002, demostró que las 

vaquillas clonadas no presentaron diferente longitud del ciclo estral, diámetro del 

folículo ovulatório, número de oleadas foliculares o perfiles de los cambios hormonales 

(LH, FSH, Estradiol y Pogesterona). La concentración de hormonas de crecimiento para 
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clones derivados de 13 años de edad en la raza Holstein, los valores registrados de 

IGF-1 y GFBP3 se encontraron todos en el mismo rango reportado para las vaquillas no 

clonadas de edad similar (Govoni et al., 2002). 

Sin embargo, aunque los animales clonados pudieran parecer normales y saludables, 

es posible que patologías no diagnosticadas puedan desarrollarse tardíamente en la 

vida (Chavatte-Palmer et al., 2002). Como un resultado de cambios subsecuentes en la 

estructura de la cromatina y/o expresión génica. Miyashita et al., 2002, encontraron 

diferencias en las longitudes de los telómeros entre bovinos clonados derivados de 

diferentes tipos de células. Más aún, puede o no ser normal la inactivación del 

cromosoma X reportada en el ratón (Eggan et al., 2000) y en el bovino (Xue et al., 

2002). Wrenzycki et al., 2002, notaron una aberrante expresión de genes que pueden 

ser de importancia en la adaptación del estrés, función trofoblástica y metilación del 

DNA, durante el desarrollo de la preimplantación en embriones de bovinos clonados. 

Aún, muchos ratones y otros animales han sobrevivido a la madurez a pesar de 

presentar disfunción de genes, indicando que el desarrollo en mamíferos puede ser 

bastante tolerante a las aberraciones epigenéticas del genoma (Humpherys et al., 

2001 ). Las últimas consecuencias de aberraciones epigenéticas del genoma en 

animales clonados permanecen inciertas pero puede resultar en una muerte temprana. 

1.2.9 Aplicación de la clonación por transferencia nuclear 

El éxito de la clonación de ovejas (Wilmut et al., 1997), bovinos (Kato et al., 1998), 

cerdos (Polejaeva et al., 2000) y cabras (Zou et al., 2001) confirman la utilidad de la 

transferencia nuclear de células somáticas con el propósito de la expansión clonal en 

la producción de alimentos de origen animal. Hay también interés creciente a utilizarse 

para restaurar especies en peligro, o incluso extintas. Wells et al., 1998, reportaron el 

primer uso exitoso de la transferencia nuclear de células somáticas para conservar la 

última vaca superviviente de la Isla de Enderby Ecuador una raza única de esta isla. 

Lanza et al., 2000, usaron ínterespecies usando SCNT para clonar una especie puesta 

en peligro de extinción (Bosgaurus ). 
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El uso de SCNT aumenta la eficiencia en la producción de animales transgénicos 

a un 1 00% (Schnieke et al., 1997). El anuncio del primer cordero clonado transgénico 

(Schnieke et al., 1997) y bovino (Cibelli et al., 1998), usando SCNT inmediatamente 

despertó la posibilidad de producir células madre embrionarias en especies domesticas 

y la posible utilidad para introducir o suprimir genes en el genoma de animales 

domésticos. McCreath et al., 2000 anunciaron el nacimiento de la primera oveja 

clonada modificada. Recientemente, Lai et al., 2002, demostró que SCNT podría 

utilizarse para producir cerdos clonados con el bloqueo del gen ¡3-1 ,3-

galactosiltransferasa. Lanza et al., 2002, demostraron que la SCNT podría usarse para 

la generación de tejidos histocompatibles dirigiendo uno de los desafíos mayores en la 

medicina del trasplante. 

48 



2 Planteamiento del problema 

La capacidad de reprogramación de células somáticas por transferencia nuclear en 

ovocitos enucleados madurados en Mil posibilita el uso de animales genéticamente 

superiores para su manipulación genómica. Sin embargo, la eficiencia es muy baja por 

lo que sería de gran utilidad llevar a cabo estudios en células de fibroblasto de origen 

fetales como de adulto, además del efecto que pudiera tener el género (hembra o 

macho) para ser reprogramadas en ovocitos de bovino bu.scando incrementar el 

desarrollo de embriones clónicos, comprender la reversión nuclear y que a la vez 

sirvan como un modelo animal para la transfección y/o modificación del genoma. 
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3 Hipótesis 

Existen diferencias debidas a la reprogramación de genomas de fibroblastos fetales y 

de adulto, así como diferencias en el desarrollo de embriones clonados por 

transferencia nuclear. 
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4 Objetivos 

Objetivo General 

Determinar el índice de reprogramación nuclear de fibroblastos fetales y adulto de 

ambos géneros en ovocitos madurados y enucleados a través del desarrollo 

embrionario. 

Objetivos específicos: 

1.- Establecer protocolo: Obtención y maduración de ovocitos in vitro. 

2.- Obtener el cultivo, almacenamiento de fibroblastos fetales y de adulto. 

3.- E nuclear, fusiónar y activar ovocitos reconstruidos. 

4.- Desarrollar embriones clónicos in vitro. 

5.- Determinar el efecto del género de fibroblastos fetales sobre su reprogramación 

nuclear en el desarrollo de embriones clonados. 

6.- Determinar el efecto del género de fibroblastos de adulto sobre su reprogramación 

nuclear en el desarrollo de embriones clonados. 

7.- Establecer el mejor índice de desarrollo de embriones clonados por transferencia 

nuclear tanto el origen de las células de fibroblasto como del género. 
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5.- Material y Método. 

El trabajo experimental se realizo en las instalaciones del Laboratorio de Fisiología 

Animal del Centro Universitario de Ciencias Biológicas y Agropecuarias de la 

Universidad de Guadalajara. El material de tejido ovárico y tejido conjuntivo 

(fibroblastos fetales) de bovino se suministro, tanto por el Rastro Municipal de Zapópan 

como por el Rastro Municipal de Guadalajara. El material de tejido conjuntivo 

(fibroblastos de adulto) provino de sementales y hembras del Rancho ganadero 

Uberaba, ubicado en el Municipio de Tlajomulco en Jalisco. 

5.1 Cultivo de fibroblastos fetales de bovino. 

1.- Colección del feto en el rastro: Se removió el útero del animal, se limpio con alcohol, 

se extrajo la placenta y se lavo con PBS y antibiótico (penicilina 100 Ullml) el feto con 

su saco amniótico, se deposito en un frasco estéril con nuevo medio PBS y antibiótico a 

4 oc para ser transportado al laboratorio. 

2.- Preparación del feto: Se transfirió el feto a una caja petri de 10 cm. de diámetro. 

Con tijeras estériles y unas pinzas, se abrió el saco amniótico y se cambio el feto a 

otra caja petri que contenía PBS. El líquido amniótico se removió con una jeringa. Se 

secciono la cola y la cabeza para congelarlas en PBS con 10% de glicerol para futuros 

análisis moleculares. 

Se secciono el feto por la línea media, se removió los órganos internos. Todo el tejido 

que forma la piel incluyendo el costillar, a excepción de las extremidades se diseccionó 

para realizar los cultivos. Se obtuvo secciones de la piel del feto y tejido muscular, estas 

se colocaron en una caja petri de 5 cm. de diámetro con PBS y antibiótico. 
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3.- Disgregación celular: Las piezas de tejido diseccionadas, se cortaron en pequeños 

trozos con ayuda de un bisturí y pinzas, los trozos se pasaron a una caja petri que 

contenía 4 mi de solución tri psi na al 0.25% y 1 mM de EDTA en PBS. Este tejido 

colectado y cortado, se succiono dentro y fuera .de una pipeta pasteur, se puso a 

incubar 15 minutos a 38 oc agitando la suspensión y pipeteando para facilitar la 

disgregación. 

4.- Sembrado y cultivo celular: Para el cultivo, previamente se precalentó el medio MEM 

(sigma) con suero fetal bovino al 15 % y antibiótico (Amikacina 150 f!g/ml y penicilina 

1 00 f!g /mi). Para in activar la tri psi na, la suspensión se centrífugo y se retiro el 

sobrenadante. El pellet se resuspendió en medio de cultivo (MEM) y se centrífugo una 

vez mas 5 min. a 700 rpm. Se resuspendió el pelet en 2ml de medio de cultivo, esta 

suspensión se filtro por medio de tres capas de gasa estéril, el filtrado se centrífugo, se 

resuspendió en 2 mi de medio y se sembró en una caja de petri de 10 cm. y se puso a 

incubar a 38.5 °C con 90 % de humedad relativa en 5% de C02 y aire filtrado. Los 

cultivos se examinaron después de 24 hrs. Para estas células el número de pasajes fue 

de 4. 

5.2 Cultivo de Fibroblastos de adulto 

Las células de fibroblasto adulto fueron cultivadas de una biopsia de tejido de la oreja 

de bovinos adultos de la raza Holstein, biopsia de oreja de 1 cm. de hembra y macho 

adultos. 

Se colocaron en PBS y antibiótico, la muestra de tejido se lavo varias veces en PBS, la 

muestra se disecciono en cuadros de 1 mm2
, el tejido fue transferido a una caja de 
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cultivo de 100 mm2 en un medio Dulbeco Modificado de Eagle's (DMEM) + 10% de 

suero fetal bovino, 10,000 U/mi de penicilina G, 10,000 ug/ml de estreptomicina y se 

cultivo a 39°C, y 5% de C02 en aire. Cuando el cultivo se torno confluente (alrededor 

de 10 dias) las células fueron tripsinizadas por 5 min. y se recuperaron por 

centrifugación a 800 RPM, el pelet resultante fue resuspendido en el medio de cultivo 

anterior y cultivado una parte hasta su uso. 

Para preservar las células de fibroblasto se congelaron de la siguiente manera. Las 

células fueron congeladas en DMEM-F12 conteniendo 10% de Dimetil Sulfoxido, se 

reposaron las células en este medio y se introdujeron al ultracongelador a -80° C. Las 

células para la transferencia nuclear fueron del pasaje 4. 

5.3 Obtención y maduración de ovocitos in vitro de bovino 

Los ovarios fueron colectados en el rastro directamente del aparato reproductivo, se 

seccionaron los ovarios y se transportaron al laboratorio en la solución salina fisiológica 

con penicilina a una concentración de 100, 0000 Ul por litro, se enjuagaron y se 

seleccionaron los ovarios para su aspiración, descartando aquellos ovarios que se 

encuentraron en anestro. 

Obtención de ovocitos: los folículos de 2 a 7 mm de diámetro fueron aspirados 

utilizando una jeringa de 10 cm. con una aguja de calibre 19 G. El líquido folicular 

recuperado fue vaciado a un tubo cónico de plástico de 50 mi. donde se dejo 

sedimentar a baño maría a 38'C durante 15 minutos. Se deposito el liquido folicular en 

cajas petri de 10 cm. donde fueron colectados el complejo cúmulos ovocito CCO de 

mejor calidad de acuerdo a su clasificación morfológica. Una vez colectados los CCO 

fueron puestos en gotas de medio de cultivo 199 {TCM-199) suplementado con 20 mM 
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de Hepes, 0.4% de suero albúmina bovina, 0.2 mM de piruvato de sodio y 100 U7ml de 

penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina. Los CCO se lavaron y posteriormente fueron 

transferidos al medio de maduración que consistió del medio TCM-199 suplementado 

con 1 O % de suero fetal bovino, 0.2 mM de piruvato de sodio, 35ug/ml de FSH 

(Foltropin) , 1 O mg de insulina humana y penicilina estreptomicina a la concentración 

anterior. Las cajas se transfirieron a la estufa a una temperatura de 39'C en una 

atmósfera de 5% de C02 en aire y una saturación de humedad superior al 90 % 

durante 20 hrs. 

5.4 Enucleación y reconstrucción nuclear 

Inicialmente~ se prepararon todos los medios necesarios para desnudar, manipular, 

fundir, activar y cultivar. Se calentó una alícuota de hialuronidasa a 39° C una hora 

antes de desnudar. Se preparo aproximadamente 25 mi de medio de manipulación a 

partir del stock de medio TCM más hepes adicionándole 50 ~Jg/ml de gentamicina y 5 % 

de suero fetal bovino (SFB) y se mantuvo a 37 °C en la incubadora sin C02
. A partir de 

este medio de manipulación se preparo 10 mi para la micromanipulación adicionando 

75 ~JI para una concentración de trabajo de 7.5 ~Jg/ml. Después de 18 horas de 

maduración los ovocitos fueron desnudados con hialuronidasa en TCM-199 hepes 

durante 5 min. en vórtex , posteriormente se lavaron en medio de manipulación. Se 

seleccionaron los ovocitos con cuerpo polar, citoplasma oscuro y homogéneo para 

clonación. Antes de la micromanipulación los ovocitos fueron incubados en medio PBS 

adicionando 7.5ug/ml de citoquelacina B y 0.3% de sacarosa durante 10 minutos. Se 

descongelo un vial celular a 37 °C. Previamente se calentó DMEM con 5 % de suero 
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fetal bovino, se centrifugo a 800 rpm por 15 min. en el mismo medio añadiendo 5 mi. Se 

descarto con cuidado el sobrenadante y se resuspendió 10 veces en 5 mi de DMEM 

con 5-10 %de SFB. Se procedió a enuclear los ovocitos los cuales se pasaron a las 

placas, en el micromanipulador los platos cromosómicos fueron removidos usando una 

pipeta de vidrio de 20 micras de diámetro interno, el plato metafásico con un mínimo 

volumen de citoplasma fue removido al eyectar una protucion en el espacio perivitelino, 

inmediatamente después, se reconstruyo el citoplasto con las células de fibroblasto y se 

procedio a la organización de la polaridad del ovocito-fibroblasto. 

5.5 Activación: 

Se preparo la cicloheximida para la activación, 10 !JI del stock de cicloheximida en 1 mi 

de TCM He pes para una concentración de trabajo de 1 O pg/ml.. El Etanol se utilizo al 7 

% en medio TCM Hepes. 5 minutos en medio de manipulación, se lavo con medio de 

manipulación varias veces, y después en TCM Hepes. 5 horas en cicloheximida (10 

pg/ml) en TCM Hepes se incubaron los pre-embriones en atmósfera 5 % de C02 a 39° 

C. los ovocitos como grupo control se activaron con el protocolo de Etanol para 

producir embriones partenogénicos. 

5.6 Desarrollo de embriones clónicos ín vitro 

48 horas Pos incubación se sacaron los óvulos degenerados y sin fragmentación, los 

pre-embriones con segmentación se lavaron 3 veces en TCM Hepes y se pasaron a 

SOF aa, se incubo durante 5 días en la incubadora a 38.5 °C con una humedad relativa 

56 



del 90% y una mezcla de gases compuesta por 5% de C02, 5% de 02 y 90% de 

Nitrógeno. Los embriones se evaluaron a los días 5 y 7 a partir de su activación. 

5.7 Diseño Experimental 

Desarrollo de embriones clonados por transferencia nuclear de fibroblasto tanto de 

origen fetal como de adulto de macho y hembra en ovocitos madurados y enucleados. 

Células de fibroblasto fetales de hembra y macho, cultivados en el pasaje 4, fueron 

usados para la reconstrucción nuclear de ovocitos en Mil previamente enucleados, 

tanto para la enucleación, reconstrucción y activación se midieron sus efectos en 

respuesta a los porcentajes de fusión, división, mórulas, blastocistos y en 

degeneración. Como valor de referencia se utilizo un grupo control de ovocitos 

activados. Para este experimento se propuso contar con tres repeticiones, para cada 

·repetición se contó con 50 ovocitos por tratamiento y 20 ovocitos para el grupo control, 

el efecto de fibroblastos fetales y el sexo fueron medidos por el desarrollo embrionario 

temprano utilizando la prueba de x2
. Programa SPSS para Windows Versión 7.528 
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6.- Resultados 

Los resultados que permitieron establecer el desarrollo de embriones por transferencia 

nuclear de células de fibroblasto se presentan a continuación. 

Los resultados que presenta la relación de la actividad ovárica y la calidad de CCO 

colectados se presentan en el Cuadro 3. La colección de CCO aspirados de ovarios 

que presentaron cuerpo lúteo para las clases 1-3, 4-5 y ovocitos con fibrina fueron 990, 

1190 y 201 respectivamente, así como los CCO aspirados de ovarios sin cuerpo lúteo 

con actividad folicular para las clases 1-3, 4-5 y ovocitos con fibrina fueron 846, 1534 y 

148 respectivamente. Los ovarios que no presentaron actividad folicular ni lútea! fueron 

descartados. Con un total de 4909 CCO evaluados, la calidad de CCO fue mayor para 

los CCO aspirados de ovarios que no presentaron cuerpo lúteo en comparación a 

aquellos que se aspiraron de ovarios con cuerpo lúteo, así mismo se encontró 

diferencias significativas (p< 0.01) ente las dos variables. 

Cuadro 3. Relación de la actividad ovárica con la calidad de CCO colectado. 

Actividad ovárica Clases 3, 4 y 5 Clases 1, 2 Fibrina 6 Total 

Con cuerpo lúteo 990 1190 201 2381 

·- m-------·-----~-·~-

Sin Cuerpo lúteo 

1-
846 1534 148 2528 

. 
total 1836 

. 
2724 349 4909 

• 

Chi-Sq =58.435 DF = 2, P- Value = 0.000 
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Los resultados que presenta la suplementación con o sin insulina aplicada a la 

maduración de ovocitos in vitro se muestran en el Cuadro 4. La maduración que 

presentaron los ovocitos suplementados con insulina para las clases GV, MI y Mil 

fueron 37, 160 y 213 respectivamente, así mismo para la maduración de ovocitos in 

vitro sin suplementación con insulina fueron: 49, 208, 142 respectivamente. Con un total 

de 809 ovocitos evaluados, la maduración hasta metafase 11 suplementada con insulina 

fue mayor en comparación cuando la insulina no fue suplementada. Sin embargo, para 

Metafase 1 (MI) se observa una ligera activación de los procesos de maduración sin 

llegar a Metafase 11 (Mil). Así mismo, se encontró diferencias significativas (a <0.01) 

entre las dos variables. 

Cuadro 4. Maduración de ovocitos in vitro suplementados con o sin insulina. 

suplementos GV MI 
·-··- ·······----·--------,-----·----~--~ 
: Mil 1 ovocitos 

lf--=--·-:···-·-·:·:··-·--··-· --~-~------~-- r- ---······-:·::::·=-~--~-- --~---::·:·:.-·--·--- 1,.--······---··-·:-:-:::··------·1 
Con Insulina 37 160 3 41 O 

Sin insulina 
···························· ···········-···¡···-····-·--·----· 

49 1 208 399 
1 

total 86 368 809 

Chi-Sq =21.990 DF = 2, P- Value = 0.000 

Los resultados que se presentan en el Cuadro 5 citan el efecto de la concentración de 

sacarosa sobre el desarrollo de embriones partenogenéticos. En esta tabla se muestra 

la concentración de sacarosa que se usó a 0.3 moles, 0.7 moles y 1 mol y su relación 

sobre la proyección metafasica, la división celular y la formación de blastocistos 

encontrándose que para 0.3 moles 99, 64 y 34 blastocistos se obtuvieron para sus 
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variables de medición respectivamente, para 0.7 moles 84, 55 y 28 blastocistos se 

obtuvieron para sus variables de medición respectivamente, y para la sacarosa a 1 mol 

se obtuvieron 83, 49 y 23 embriones respectivamente para las variables antes 

mencionadas con una muestra total de 519 óvulos trabajados. Cuando se realizó el 

análisis estadístico no se encontró diferencias significativas entre la concentración de 

0.3, 0.7 y 1 mol en la evaluación de su efecto para la formación de blastocistos. No se 

encontró diferencias significativas con P- Value = 0.963. 

Cuadro 5. Efecto de la concentración de la sacarosa sobre el desarrollo de embriones 

partenogenéticos. 

concentración Proyección División blastocistos totales 
metafasica 

~~--~~ 

Sacarosa 0.3 mol 99 64 197 

Sacarosa 0.7 mol 84 55 28 167 

Sacarosa al 1 mol 83 49 23 155 

total 266 168 519 

Chi-Sq =0.605 DF =4, P- Value = 0.963 . 

En el Cuadro 6. se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo de embriones 

clonados por transferencia nuclear utilizando fibroblastos fetales de ambos géneros. En 

esle cuadro se analizan las variables de ovocitos reconstruidos con fibroblastos fetales 

tanto de hembra como de macho y se mide el efecto sobre las variables de fusión, 

división, mórulas y blastocistos. Para el uso de fibroblastos fetales de hembra se 

encontraron 150, 102, 55 y 37 para las variables antes mencionadas respectivamente, 
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así mismo, para fibroblastos fetales de macho 150, 105, 46 y 30 respectivamente. 

También, se utilizó un grupo control de óvulos que fueron activados 

partenogenéticamente utilizando la activación por fusión encontrándose 60 ovocitos 

control, 42, 17 y 14 respectivamente. Un total de 360 óvulos fueron trabajados y se 

obtuvo 81 blastocistos. No se encontraron diferencias significativas para las dos 

variables medidas con P- Value = 0.939. 

Cuadro 6. Desarrollo de embriones clonados por transferencia nuclear utilizando 

fibroblastos fetales de ambos géneros. 

fusionados r divididos~ 1 móruias" blastocistos 
i 

1 Ovocitos reconstruidos con 150 102 55 
¡ 

37 1 

1 fibroblastos fetales de hembra 
1 1 -¡-,,,-' r···-.. -·-·w·-~~~-~~~-~-~----·--·-···----------~-------w--~~~ ~~- . --~-- " ----
1 Ovocitos reconstruidos con 105 46 30 

1 

fibroblastos fetales de macho 

Ovocitos control 60 
1 

42 17 14 

Totales 360 149 T 118 81 

• 

Ch1-Sq =1.776 DF = 6, P- Value = 0.939 

En el Cuadro 7 se presentan Jos resultados obtenidos en el desarrollo de embriones 

clonados por transferencia nuclear utilizando fibroblastos adultos de ambos géneros. En 

esta tabla se analizan las variables de ovocitos reconstruidos con fibroblastos adultos 

tanto de hembra como de macho y se mide el efecto sobre las variables de fusión, 

división, mórulas y blastocistos. Para el uso de fibroblastos adulto de hembra se 

encontraron 150, 98, 50 y 31 para las variables antes mencionadas respectivamente, 
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así mismo, para fibroblastos fetales de macho 150, 108, 45 y 27 respectivamente. 

También, se utilizó un grupo control de óvulos que fueron activados 

partenogenéticamente encontrándose 60 ovocitos control, 38, 15 y 12 respectivamente. 

Un total de 360 óvulos fueron trabajados y se obtuvo 70 blastocistos. No se encontraron 

diferencias significativas para las dos variables medidas con P- Value = 0.945 

Cuadro 7. Desarrollo de embriones clonados por transferencia nuclear utilizando 

fibroblastos de adulto de ambos géneros. 

, fusionados , divididos jmór,ulas" blastocistos 

98 50 31 

fibroblastos adultos de hembra 

~~~~-"-"'_,~,<-<<<<<~~~<-<<~-~,~~~- r<<~··"'~,,·:;,:::~~-,--,<<<<. r<-~'=:::r·<<<~ ~-~-e~~<~-~ ~<-<<r:c=::----1 
Ovocitos reconstruidos con 150 1 08 45 27 

fibroblastos adultos de macho 

Ovocitos control 
"'''; 

60 38 15 12 

Totales 360 [ 244 110 70 
' 

• 
: 

Ch1-Sq =1.776 DF = 6, P- Value = 0.945 

62 



Figura 8 Embriones reprogramados nuclearmente de 72 hrs pos activación con una 
fragmentacion blastomerica .y con blastomeos en degeneración asi como una 
desigualdad en el estadio de segmentación. 

Figura 9 En el lado izquierdo se muestra embriones reprogramados nuclearmente (8-
16 blastomeros) con una fragmentacion blastomerica y una desigualdad en el estadio 
de segmentación, en el lado derecho tenemos una morula temprana (de 16 a 32 
celulas). 
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7 .-Discusión. 

Los nuevos modelos experimentales de reprogramación celular aplicados a los 

programas de transferencia nuclear de células somáticas han sido modificados a partir 

del modelo propuesto por lan Wilmut et al., (1997),donde la aplicación del modelo al 

control del ciclo celular han variado, como ejemplo tenemos los trabajos en clonación 

encabezados por Jose Cibelli y col. (1998) Que han propuesto que no es necesaria la 

inducción de la quiescencia para la reprogramación nuclear, por otro lado los trabajos 

desarrollados por Kato y col. (1998) sobre los factores que afectan a la reprogramación 

y enfocados a la sincronización de la célula donante independientemente del citoplasto 

receptor, en base a estos estudios nosotros utilizamos el modelo clásico de 

reprogramación propuesto por lan Wilmut, ya que para fines prácticos y optimizando 

recursos este modelo es viable ya que la reprogramacion de celulas donantes en fase 

Go se puede obtener entre un 90%. 

Se han probado varias estirpes celulares tanto fetales, embrionarias y de adulto de 

ambos géneros mas no se ha determinado con exactitud cual es la célula idónea para 

reprogramación. Una de las líneas celulares mas probadas hoy día son los fibroblastos 

de origen dérmico, los cuales han presentado una facilidad para su crecimiento y 

reprogramación, así como que este tejido proviene de una biopsia que no pone en 

riesgo la salud del donante y se puede disponer de ambos géneros. 
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Aunque las investigaciones continuan desarrollando alternativas viables para producir 

embriones clonados por transferencia nuclear de celulas somaticas, las fuentes del 

citoplasto receptor es de suma importancia en cualquier tecnica que se desarrolle. 

Las fuentes de ovocitos pueden provenir de ovarios que son colectados en rastro, lo 

que representa un gran reto en Mexico para poder contar con un ganado libre de 

implantes hormonales (esteroides, anabolicos) que se utilizan hoy en dia sin medida. 

Se sabe que la administracion de estos químicos provoca perturbaciones en la 

dinamica folicular asi como un fuerte impato en el desarrollo de los ovarios, asi mismo 

los difentes estados nutricionales varian ya que la evaluacion previa al entrar al 

sacrificio demuestra variaciones en la conformacion del animal. Otras variables pueden 

ser la edad, el estress por transporte asi como la salud del animal. 

Relación de la actividad ovárica con la calidad de ceo colectado 

Se encontró una variación en las consitencias del tejido ovarico de aquellos ovarios que 

son colectados en el rastro y las distintas patologías que se observan en los ovarios de 

los animales sacrificados. Se encontraron diferencias significativas de ovarios que 

presentaron actividad folicular con o sin cuerpo lúteo, los resultados indican que la 

Calidad de CCO obtenidos de folículos con un diametro de 2 a 7 mm de diámetro que 

provenían de ovarios sin cuerpo lúteo tuvieron mejor respuesta a la maduración in vitro 

que aquellos que provenían de ovarios con cuerpo lúteo. 

Cabe señalar que aquellos ovarios que presentaron patologías así como que se 

encontraban sin actividad folicular o luteal fueron descartados para este trabajo. 

Por lo antes citado se requieren de estudios que permitan seleccionar con certeza 

aquellos ovarios que sean viables para obtener citoplastos bovinos. 
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Maduración de ovocitos in vitro suplementados. con o sin insulina 

El efecto que presenta la suplementación con o sin insulina aplicada a la maduración de 

ovocitos in vitro como un factor que promueve el crecimiento celular, se encontró que 

para las clases GV, MI y Mil dicha suplementación fue superior su crecimiento de 

ovocitos in vitro cuando se comparo con ovocitos sin suplemento para las clases antes 

mencionadas, Spicer (1993) reporto que la insulina bovina aumenta la mitósis de las 

células de la granulosa bovina. Gong et al., (1993) reporto el efecto estimulante de la 

insulina sobre la proliferación de las células de la granulosa presenta un efecto de 

sinergismo con las gonadotropinas. Spicer et al., (1993) encontro que la insulina 

incrementa la produccción de progesterona y estradiol por las células de la granulosa 

en presencia de FSH, así mismo la suplementación al medio de maduración mejora los 

rangos de fertilización por el efecto directo que tiene sobre las células de la granulosa 

cuando es incubado en el medio de fertilización de los CCO mas espermatozoides. La 

insulina y el factor de crecimiento lnsulinico IGF-1 están relacionados con la cantidad y 

calidad de los cambios en la sisntesis de proteinas o en la promoción de nueva síntesis 

de RNA entre el estadio embrionario de 8 a 16 celulas porque la insulina estimula el 

transporte de amínoacidos (Gardner y Kaye, 1991 ). Por lo anterior se cree que la 

insulina pudiera soportar la proliferación celular tanto de ovulas y embriones con 

actividad mitogenica en las celulas granulosas y transporte de aminoácidos en ovulo y 

embrión bovino. 
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Efecto de la concentración de la suerosa sobre el desarrollo de embriones 

partenogenéticos. 

Se han utilizado varios tipos celulares en programas de reprogramación nuclear 

incluyendo los derivados de fetos, embriones y de adulto como donadores para la 

transferencia nuclear, sin embargo los ovulos son limitados al estado de metafase 11. 

Como ejemplo tenemos que ovocitos enucleados en Mil de ratos y fusionados con 

celulas del cumulus o fibroblastos han permitido el naciemiento de crias clonadas 

(Wakayama et al., 1998; Wakayama et al., 1999; Kubota 1998). Mientras que los 

zigotos de raton enucleados inyectados con celulas del cumulus son bloqueados en el 

estado de 2 a 4 células (Wakayama et al., 1999). Esto sugiere efetos considerables 

sobre la eficiencia de la transferencia nuclear de los estados del citoplasto receptor. 

De los citoplasmas mas opacos, el plato metafasico alrgado y los cromosomas en los 

ovocitos de bovino son invisibles sobre microscopia de luz estandar. La solución 

tradicional fue identificar la posición de los cromosomas indirectamente, localizando el 

primer cuerpo polar (PB 1 ). Se as u mio que los cromosomas se encuentran serca al area 

del espacio perivitelino donde fue extruido el primer corpúsculo polar. Sin embargo el 

PB1 puede migrar de su posición original. 

Un metodo altenativo para estimar la posición de los cromosomas indirectamente es a 

travez de la localizacion del segundo cuerpo polar (PB2) (liu J et al 2000; Nour et al., 

1999). Porque el PB2 es expulsado serca del pronúcleo después de la activación, el 

PB2 se mantiene serca al material nuclear como este no ha tenido tiempo suficiente 

para migrar. Los rangos de enucleación mejoran hasta un 90% cuando se aspira un 

volumen pequeño (aproximadamente 10%) de citoplasma removido. Este metodo ha 

sido exitosamente aplicado en la clonacion de cabras (Baguisi et al., 1999). 
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Puesto que hay un uso amplio de ovocitos en Mil para transferencia nuclear, es 

necesario explorar métodos para mejorar la enucleación en esta etapa. Se prefiere 

para visualizar directamente el plato metafasico y los cromosomas. La tincion de los 

cromosomas de los ovocitos con Hoechst 33342 ha sido ampliamente utilizada dentro 

de varias especies. Sin embargo, los daños resultantes por la exposición a esta tinción 

y luz UV (ultravioleta) se ha divulgado extensamente (Smith et al., 1993). 

Recientemente, Dominko y colaboradores mejoraron la eficiencia de la enucleación 

hasta un 100% con la proyección de imagen dinámica del huso Mil y cromosomas. 

Ellos microinjectaron un componente de polimerización X-rodamina-tubulina y/o un 

fluorocromo de larga longitud de onda que excita al ADN (Sybr14) y esto visualiza los 

cromosomas bajo luz comun. Tales manipulaciones no dañan a los ovocitos o reducen 

su potencial de desarrollo. La complejidad del paso de microinyección, limita su uso 

práctico. 

Se ha reportado previamente el uso de una solución de suerosa de 0.09 M en le 

tratamiento previo de los ovocitos de ratón que puede ayudar en la visualización de 

cromosomas bajo microscopia de luz estándar y así mejorar perceptiblemente la 

eficacia del enucleación (Wang et al.,2001 ). 

Se encontro que en la observación de los ovocitos de buena calidad en un medio de 

sacarosa con una concentración de 0.09 M formó una hinchazón alrededor de 

cromosomas del plato metafasico (Wang et al., 2001). Procuramos aplicar el mismo 

protocolo a los ovocitos bovinos pero no obtuvimos ningún efecto. Sin embargo, 

cuando la concentración de la sacarosa fue aumentada a 0.3 M, una proyección obvia 

era visible en la mayoría de los ovocitos bovinos (Cuadro 5). Cuando la concentración 

de la sacarosa fue aumentada a partir de la 0.3 a 1 M, seguía exibiendo una 
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proyección en los ovocitos tratados. La solución hipertonica de la sacarosa hizo a los 

ovocitos contraerse y cambiado la concentración de las proteínas del citoplasma, que 

puede inducir otros cambios en características de la membrana y afectar la dinámica 

del citoesqueleto (Wang et al., 2001 ). La proyección inducida por la sacarosa puede 

resultar de la interacción entre la actinia cortical y agregado del huso y/o los 

cromosomas. La proyección vista en ovocitos de bovino, o la hinchazón y el área 

transparente observada en ovocitos, después del tratamiento de sacarosa ilustra que 

los ovocitos de diversas especies tienen diversas reacciones al tratamiento de la 

sacarosa. Por ejemplo, la sacarosa al 3% (0.09 M) es suficiente para la visualización 

de los cromosomas en ovocitos de ratón mientras que no tienen ningún efecto obvio en 

los ovocitos de bovino. Morfológicamente la proyección causada por la sacarosa de 0.3 

M dentro de los ovocitos de bovino mostraron una forma piramidal y un color más ligero 

en la proyección que en otra parte de citoplasma, mientras que en el ratón los ovocitos 

tratados con sacarosa 0.09 M exhibió solamente una hinchazón redonda, lisa y un área 

transparente. Estas diferencias reflejan la diversa organización citoesquelética entre las 

especies. 

Similar a los resultados encontrados en los ratones (Wang et al., 2001 ), cerca de un 

décimo de los ovocitos de bovino presentan una pobre calidad y se deforman cuando 

se incuban en la solución con sacarosa. La deformidad se puede causar por cambios 

desiguales del citoplasma heterogéneo en ovocitos con morfología pobre. 

Los cambios en los ovocitos causados por la incubación en la solución hipertonica de 

sacarosa fueron reversibles. Se observo que los ovocitos de bovino enucleados en el 

medio hiertonico de 0.3 M de sacarosa recuperaron su volumen normal en 10 minutos 

después de lavarlos y de incubarlos en el medio isotónico sin sacarosa. 
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Así mismo se observo que la exposición de 1 h a 0.3 M la sacarosa es inofensiva y que 

no inteniiene en el desarrollo de embriones bovinos partenogenéticos. 

El uso de tratamientos a base de sacarosa anteriormente nos permitía una 

confiabilidad mayor puesto que diferentes tratamientos a base de sacarosa ha sido 

ampliamente utilizados en la criopreservación de gametos y en varios tipos de 

manipulaciones qué amplían del espacio del subzonal deseable, por ejemplo la 

inyección de espermas y la inserción de blastomeros en ovocitos. 

Desarrollo de embriones. clonados por transferencia nuclear utilizando 

fibroblastos fetales de ambos géneros. 

El desarrollo de embriones clonados por transferencia nuclear de fibroblastos fetales ha 

permitido el estudio de la reprogramación nuclear, las modificaciones epigenéticas en 

cuanto a su necesidad y al entorno bioquímico que demanda el desarrollo futuro del feto 

para su implantación y nacimiento del ternero. 

Nosotros encontramos que al reprogramar fibroblastos de fetos los valores fueron los 

siguientes 37 y 30 embriones de 150 citolastos reprogramados para cada género. 

Cuado comparamos los trabajos reportados por Jonathan R. Hill 2000, obtuvo 31 

embriones de 156 citoplastos reprogramados. Los datos obtenidos aquí muestran que 

no hay diferencias significativas cuando se compara los fibroblastos de origen fetal 

tanto de hembras como de machos, ademas nos permite saber que no hay un riesgo 

·claro en cuanto a la inactivación del segundo cromosoma X en el caso de los 

fibroblastos que son cultivados de fetos hembra y tal parece que las modificaciones que 

se esperarían por la impronta genómica para este caso, no se encuentran ligados con 

la inactivación de genes sexuales, asi mismo no hay reportes de disfunciones 
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reproductivas o alteraciones de los organos sexuales tanto del macho como de la 

hembra. 

Al no encontrar estas diferencias podemos inferir que los fibroblastos de origen fetal de 

ambos sexos cuando son cultivados en los pasajes 3-4 y son sincronizados a fase de 

Go no alteran el desarrollo del embrión hasta una etapa de blastocisto. 

Desarrollo de embriones clonados por transferencia nuclear utilizando 

fibroblastos de adulto de ambos géneros. 

Los trabajos de Cibelli como los de Kato en el año de 1998, lograron establecer los 

primeros terneros clonados obtenidos por transferencia nuclear de ce lulas . de 

fibroblasto. El origen de los fibroblastos adultos reprogramados por subnutricion (0.5%) 

de SFB, permitio que la produccion de terneros clonados se replicara en diferentes 

laboratorios hoy en di a a travez del mundo. 

Si bien es cierto que estos trabajos fueron los pioneros en la aplicación de la clonación 

en bovinos, los problemas como fallas de implantación embrionaria, absorción de fetos 

y abortos durante la gestación, probleamas al parto y aun establecerse con vida 

durante los primeras semanas de vida, ha sido todo un reto para demostrar que la 

técnicas puede ser aplicadas a una escala mayor que la de investigación. 

La eficiencia de la reprogramacion nuclear de celulas somáticas depende de las 

diferentes variables que están implicadas ya que tienen un impacto importante en el 

desarrollo de la clonacion como: calidad del citoplasto receptor, calidad y sincronización 

de la célula donante, activación y regulación del desarrollo nuclear y citoplasmático del 

embrion clónico asi como la transferencia de este a una hembra nodriza sincronizada. 
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Nosostros encontramos que para los embriones clonicos desarrollados a partir de 

fibroblastos tanto de hembras y macho adultos fue 31 y 27 de 150 citoplastos 

reconstruidos, que al compararlos con los reportes de Jonathan R. Hill 2000, quien 

reporto similares resultados variando la disposición de suero fue de 58 de 102 

citoplastos reconstruidos. Sin embargo aunque los resultados fueron similares la 

técnica con la que fueron desarrollados es dis.tinta pues en nuetro trabajo no utilizamos 

el agente quimico Hoechst 33342, la luz ultravioleta asi como el 6 DMAP, que hoy se 

sabe que los tres son agentes mutagenicos y que sus efectos pueden ser evaluados en 

las distintas etapas del desarrollo embrionario, fetal y al posnacimiento. 

Uno de los aportes de esta técnica implementada es el uso de sacarosa y etanol como 

agentes desidratantes y a la vez activadores del desarrollo temprano del embrión. 

Nuevas areas se estan explorando hoy como la reprogramación de células 

fibroblasticas de equinos adulto en citoplastos de bovino, asi mismo la fusion de 2 y 3 

citoplastos con una célula somática reprogramada técnica conocida como zona libre, 

que implica disolver con enzimas la zona pelúcida y e nuclear de una manera sencilla el 

óvulo para después fusionarlo con la célula donante con una eficiencia del 100 % y una 

activación mayor a la alcanzado por las técnicas tradicionales. 
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8.- Conclusiones 

1.· La técnica de clonación por transferencia nuclear de fibroblasto permitió alcanzar 

estadios de blastocistos previo a su implantación. 

2.- El tratamiento con sacarosa de 0.3 a 1 Mol indujo la formación de una proyección 

alrededor del plato metafásico en los ovocitos madurados hasta metafase 11 in vitro 

permitiendo una localización directa del material nuclear, así mismo no comprometió el 

desarrollo embrionario in vitro de ovocitos activados para la formación de embriones 

partenogenéticos. 

3.- El efecto del género de fibroblastos fetales sobre su reprogramación nuclear no se 

encontraron diferencias y no afecto el desarrollo de embriones clonados. 

4.- El efecto del género de fibroblastos de adulto sobre su reprogramación nuclear no 

se encontraron diferencias y no afectó el desarrollo de embriones clonados. 

5.- No se encotraron diferecnias significativas en la evaluacion de embriones clonados 

por transferecnia nulcear, tanto en el género como en el origen de las células de 

fibroblasto. 
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