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Resumen

En el dmbito de las técnicas de reproduccion asistida
y el laboratorio de fecundacion in vitro, la morfolo-
gia oocitaria y embrionaria son herramientas fun-
damentales al momento de clasificar y seleccionar los
elementos de mejor calidad. La maduracién in vitro
de oocitos inmaduros (profase 1) obtenidos tanto des-
de el ovario sin estimulacién ovdrica controlada, o
desde la puncion ovdrica luego de estimulacion ovd-
rica controlada dentro de los tratamientos de repro-
duccion asistida, es una técnica que hoy en dia se ha
puesto en ejercicio con mediano éxito.
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La posibilidad de buscar marcadores que faciliten
la seleccion de oocitos de buena calidad luego de la
maduracion in vitro podria ser itil a fin de buscar
mejoras en esta técnica. Se ha demostrado en mo-
delos animales que la localizacion de la GV en el
citoplasma oocitario podria ser vitil para este propd-
sito. Nuestro trabajo busca robustecer los hallazgos
encontrados en relacion a este tema mediante la eva-
luacion de una serie de marcadores relacionados a la
calidad oocitaria desde el punto de vista metabélico,
maduracién nuclear y citoplasmdtica, velocidad de
maduracidn (mediante monitoreo continuo) y alte-
raciones de la placa metafisica. Para lo cual se reali-
20 la seleccion de las GV a partir de oocitos remanen-
tes de los tratamientos de reproduccion asistida y se
identificd la posicion de la GV, pudiendo ser central
o periférica, a fin de usar esta caracteristica como
marcador diferencial.
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Nuestro resultado avala el hecho de que la posicion
central de la GV en oocitos profase I, que son some-
tidos a maduracion in vitro, genera oocitos de mejor
calidad. Este hecho es muy positivo debido a su po-
tencial utilidad al momento de la seleccién de oocitos
para dicha técnica.

Palabras claves. Vesicula germinal, maduracion,
niicleo, citoplasma.

Germinal vesicle localization: a
useful method to determine an
adequate nuclear and cytoplasmic
oocyte maturation

Summary

For many years, in assisted reproduction and in vi-
tro fertilization field, oocyte and embryo morphology
have been fundamental tools to classify and select the
best quality embryos for transfer. Considering the
IV laboratory, the daily efforts of embryologists and
technological advances have allowed the improve-
ment of reproductive outcomes. Currently, in vitro
maturation (IVM) of immature oocytes (prophase I),
obtained from the ovaries, with or without ovarian
stimulation, is a technique that has been applied with
average results. Discovering molecular markers that
Jacilitate the selection of good quality oocytes after
spontaneous IVM may be an improvement for this
technique. It has been demonstrated in animal mo-
dels that the GV localization in the oocyte cyroplasm
would be useful for this purpose. Our findings try ro
support the outcomes in relation with this subject,
by the assessment of several markers related to oocyte
quality, such as: metabolic pathways, nuclear and
cytoplasmic maturation, maturation rate (by time
lapse) and metaphase plate anomalies. The objecti-
ve of this study was to determine whether there are
differences in oocyte maturation (nuclear and cyto-
plasmic) after IVM of immature oocytes from at GV
stage: central (C) or peripheral (P). For the present
study, 86 GV oocytes were recruited, corresponding
to 38 couples thar underwent to ART treatments.
The period was from April 2013 - July 2014. This
study was conducted under the approval of the Aca-
demic and Institutional Ethical Committee. Qocytes
were obtained immediately after 36 hours after hCG

administration. All oocytes were collected from wo-

men under 39 years old (36.2 + 2.4). Oocytes whe-
re classified considering their GV position (central
or peripheral). Oocytes were incubated under IVM
conditions and time-lapse monitoring for 24 hours.
After that, oocytes were incubated by brilliant cresyl
blue for the assessment Glucose-G-phosphate debhy-
drogenase activity. Then, oocytes were fixed for im-
munocytochemistry (ICC) analysis. MPF, tubulins
and DNA status were evaluated. Time of first polar
body extrusion was assessed by the analysis of time-
lapse imaging. It was observed that the oocytes after
24 hours of in vitro maturation, showed differences
in the rate to reach metaphase 11 stage, it was shown
that the highest rate of maturation was related ro
oocytes with central position of the germinal vesicle.
The first polar body time extrusion was quantified
by observing the image sequence, where it was ob-
served that the oocytes (central GV position) had a
faster maturation than GVs at peripheral position.
Our results correlate with the theory that central po-
sition of GV in prophase I oocytes after IVM condi-
tions produces better quality oocytes. This morpho-
logical oocyte feature could be useful ro select better
mature oocytes after [VM.

Key words. Germinal vesicle, maturation, nucleus,

cytoplasm.

Introduccion

Si nos hacemos la pregunta sobre el significa-
do de la morfologfa oocitaria y su relacién con la
calidad de la misma, podriamos decir que en el
laboratorio de fecundacién 7z vitro la calidad del
oocito se evalia mediante inspeccién visual y la
morfologia es la herramienta més til y préctica
para determinar la “calidad del oocito”. Un oocito
de buena calidad posee una zona que es perfecta-
mente redonda, sin distorsiones, uniforme en gro-
sor y tamafio. Un oocito de mala calidad puede
tener una zona demasiado gruesa, lo que puede
dificultar la normal eclosién del embrién e impe-
dir la implantacién, o una zona que es demasiado
grande para el ooplasma, lo que puede permitir al
ooplasma flotar por el interior y llegar a ser poten-
cialmente danado. El ooplasma contiene el nicleo
del oocito y muchas sustancias necesarias para el
crecimiento y desarrollo del mismo. Un oocito de
buena calidad tiene un color uniforme y su oo-
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plasma es ligeramente granular. El ooplasma tam-
bién debe estar libre de vacuolas o de “artefactos”
que aparecen como nédulos oscuros. Los oocitos
de mala calidad pueden parecer oscuros, con sig-
nos de degeneracién, o bien con dreas focalizadas
de granularidad intensa .!

Los oocitos permanecen detenidos en la profa-
se de la primera divisién meidtica, estadio deno-
minado vesicula germinal (GV).? La maduracién
de los oocitos seleccionados dentro de los foliculos
es inducida por el pico de LH, y se manifiesta por
el desensamblaje de la membrana nuclear e inicio
de la condensacién de los cromosomas (GVBD).
En esa regién de condensacién se inicia la forma-
cién del huso de actina (F-actina), seguido por la
segregacién de los cromosomas homdlogos, salida
del primer cuerpo polar (SPCP), formacién del
huso y una detencién en la metafase de la segunda
divisién meidtica (MII).> Una vez fecundado, el
oocito sale de su detencién en MII y se produce
la extrusién del segundo cuerpo polar que indica
la finalizacién de las divisiones meidticas asimé-
tricas.” La polaridad de los oocitos y las divisiones
meidticas asimétricas juegan un papel importan-
te en el mantenimiento de organelas, proteinas
y ARNs dentro del ooplasma y son importantes
para el desarrollo embrionario normal.

Los mecanismos de la divisién asimétrica en
oocitos de ratén y humanos son diferentes. El
huso formado luego de la GVBD en el ratén se
inicia en el centro y migra a lo largo de su eje hacia
la regién mds cercana de la corteza del oocito.’ La
GV en los oocitos humanos se ha reportado que
se encuentra periféricamente en la mayoria de los
oocitos, lo que permite una migracién radial mds
corta del huso de la metafase 1.°7 Por otro lado,
se ha demostrado que los oocitos competentes de
ratén exhiben GVs principalmente centrales y se
ha sugerido que la posicién de la GV dentro de
oocitos de ratdn jévenes puede ser utilizada como
un marcador morfolégico para la prediccién de
su competencia en la maduracién in vitro.® Otros
estudios han evidenciado que los oocitos en GV
que presentan un anillo de cromatina alrededor
del nucléolo podrian ser considerados como otro
marcador de calidad, asi las GV que carecen de
cromatina en anillo permanecen transcripcional-
mente activas y sintetizan todas las clases de ARN,
mientras que los oocitos con anillo de cromatina
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son transcripcionalmente inactivos.” El anillo de
cromatina en los oocitos de ratén se forma 1 h
antes de la GVBD; en ese momento los filamentos
de microtibulos (MT) citoplasméticos y de la GV
se hacen mds cortos."” Observaciones en oocitos
humanos y ratones sugieren que los complejos
organizadores de MT (MTOC:) se congregan en
el centro del oocito, donde contribuyen a un au-
mento masivo en el nimero de MTs después de
la GVBD formando el huso de la metafase (sin
centrosoma) en forma de barril."" Varias lineas de
investigacién han evidenciado que Fyn, una qui-
nasa de la familia Src se localiza en el huso y la cor-
teza de oocito, participando tanto en la GVBD*y
en la estabilizacién de los MTs.'* En consiguiente,
se ha reportado la disminucién en la fertilidad en
ratones knock-out para Fyn.">'*

La maduracién invitro (IVM) puede servir
como una alternativa al tratamiento convencional
de FIV para mujeres que sufren de sindrome de
ovario poliquistico, sindrome de hiperestimula-
cién ovdrica o fracasos repetidos de FIV, asi como
en los casos de “banking” o donacién de oocitos y
preservacién de la fertilidad en pacientes jévenes.
Sin embargo, a pesar de la mejora significativa en
la tasa de embarazos logrados a partir de oocitos
humanos fecundados luego de IVM, adn es con-
siderada como parcialmente eficaz, posiblemente
debido a que la meiosis de oocitos humanos es
muy propensa a presentar errores.”” Los genomas
del oocito y del espermatozoide participan igual-
mente en la creacién del genoma embrionario.
Dado que el citoplasma del oocito se convierte
en el citoplasma del embrién, la calidad del oo-
cito es un factor clave que determina la calidad
del embrién temprano en desarrollo.’® Ademis,
cabe recordar que durante las primeras etapas de
desarrollo del embrién no se produce transcrip-
cién del ADN, por lo que los primeros pasos de
la embriogénesis se controlan por la informacién
almacenada en el oocito.

En los mamiferos, dos factores, el factor pro-
motor de la maduracién (MPF) y las proteinas
quinasas mitogenoactivadas (MAPK) participan
de manera decisiva en la maduracién del oocito.
En relacién a las MAPK, se ha descripto que su ac-
tividad permite el adecuado progreso de la meiosis
y la detencién del oocito en MII luego de la ex-
trusion del primer cuerpo polar. Por otro lado, el
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MPF es considerado el responsable del reinicio de
la meiosis en los oocitos detenidos en la profase.!”
El MPF estd constituido por una subunidad ca-
talitica, la quinasa dependiente de ciclinas (cdc2)
y la unidad reguladora, la ciclina B. Esta dltima
recibe ese nombre debido a que su concentracién
oscila durante el ciclo celular. La cantidad de mo-
léculas de MPF depende de la disponibilidad de
ciclina en el citoplasma capaz de conjugarse con la
cdc2, unidad que es estable en el oocito durante el
ciclo celular. El MPF aumenta su concentracién
durante la maduracién oocitaria, alcanzando su
pico mdximo durante el estadio de MII. El com-
plejo es sometido a una serie de fosforilaciones y
desfosforilaciones. Asf, si la cdc2 es fosforilada en
el residuo treonina 161 (T161), el sistema se en-
cuentra activado, por ejemplo, desde la Anafase
I-Telofase I (AI-TI) hasta llegar a MIIL. Por otro
lado, si cdc2 es fosforilada en el residuo tirosina
15 (Y15), el sistema se encontrari inactivado. La
activacién del MPF se autorregula por un sistema
de retroalimentacién positivo a partir de las molé-
culas activas que se incrementan en el oocito.'® La
activacién del sistema de MPF produce la despoli-
merizacién de la membrana nuclear dando como
resultado la desaparicién o ruptura de la envoltura
nuclear y el proceso de empaquetamiento de la
cromatina. El MPF también activa proteinas aso-
ciadas a los microtdbulos denominadas proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK)."?2
Al finalizar la maduracién, el MPF ha alcanza-
do su méxima concentracién y el oocito maduro
se encuentra detenido en MII. Este estado de de-
tencidn es exclusivo del mismo y estd regulado por
el factor cistostitico (CSF). Este complejo tiene
como funcién estabilizar al MPF, mantener a los
cromosomas condensados y evitar una segunda
ronda de replicacién del ADN durante la transi-
cién de metafase I (MI) a MIL.*' Respecto a la fos-
forilacién especifica de Cdc2 en el residuo de Y15
podemos decir que éste se encuentra en un nivel
intermedio durante el estadio de GV respecto a
los niveles encontrados en el estadio de MII en el
cual el nivel de esta proteina (Y15) es idealmente
nula. Entre los estadios de MI y MII (Anafase I y
Telofase I) los niveles de MPF sufren una caida
en su nivel, en consecuencia, en este momento los
niveles de proteina quinasa dependiente de cicli-
nas en su forma inactiva (pCdc2 Y15) sufren un

incremento. Es durante la detencién del oocito en
MII que los niveles de pCdc2 Y15 se mantienen
en un nivel minimo y junto con otros mecanis-
mos actuantes el oocito llega a su madurez nuclear
y citoplasmdtica. Entonces los factores del CSF
cumplirdn su rol en el mantenimiento de la de-
tencion en este estadio del desarrollo del oocito.”

Finalmente, la seleccién de gametos y embrio-
nes en Técnicas de Reproduccién Asistida (TRA)
es un aspecto relevante cuando se piensa en me-
jorar los resultados reproductivos. En relacién a
IVM, en la actualidad las estrategias de evaluacién
de oocitos se basan principalmente en criterios de
morfologfa bdsicamente relacionados a la cantidad
de células del caimulus y aspecto del citoplasma. A
pesar de que este sistema ha tenido éxito para me-
jorar las tasas de éxito de la técnica, su precisién
es todavia insuficiente. Por lo tanto, el desarrollo
de una prueba objetiva, precisa y accesible podria
facilitar la evaluacién del potencial de los oocitos
frente a IVM. Estrategias que implican gendmica,
transcriptémica y perfiles proteémicos de oocitos
se han venido empleando para evaluar la calidad
oocitaria. Sin embargo, son todos métodos in-
vasivos que no permiten el posterior uso de los
oocitos. Por lo tanto, hay una necesidad de mar-
cadores que permitan predecir la calidad y com-
petencia de los oocitos durante su maduracion.
En ese sentido, el objetivo del presente estudio fue
determinar si existen diferencias en la maduracién
oocitaria (nuclear y citoplasmdtica) luego de IVM
a partir de oocitos inmaduros cuya posicién de la

GV era central (C) o periférica (P).

Materiales y métodos

Poblacién

Se consideraron de manera prospectiva 86 oo-
citos en estadio de GV correspondientes a 38 pa-
rejas que realizan tratamiento de TRA. El periodo
comprendido fue desde abril de 2013 a julio de
2014. Este estudio se realiz6 bajo la aprobacién de
los comités de docencia y ética institucional.

Oocitos

Los oocitos utilizados para el presente estudio
fueron obtenidos bajo consentimiento informado
de parejas que participan en el programa de repro-
duccidn asistida de alta complejidad. Los oocitos
fueron obtenidos inmediatamente luego de la as-
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piracién 36 horas después de la administracién de
hCG, siendo éstos provenientes de mujeres meno-

res de 39 afios de edad (36,2 + 2,4).

Reactivos y anticuerpos

Todos los reactivos, salvo excepciones, fue-
ron obtenidos de Sigma Chemical Co (St. Louis,
EE.UU.), SAGE — Copper Surgical (Trumbull,
CT, EE.UU.). Por otro lado, los anticuerpos pri-
marios empleados fueron: pCdc2 (Y15), un an-
ticuerpo monoclonal especifico para la proteina
fosforilada en el residuo de Tyr 15 (anticuerpo
monoclonal anti-conejo, dil: 1:100, Cell Signa-
ling Technology Inc, Massachusetts, EE.UU.); a
su vez, se empled el anticuerpo contra tubulinas
acetiladas (anticuerpo monoclonal anti-ratén, dil:
1:100, Sigma Chemical Co).

Los anticuerpos secundarios empleados fue-
ron: 488 anti-ratén, 594 anti-conejo (Molecular
Probes - Life Technologies, Oregon, EE.UU.). La
tincién del ADN se realizé mediante la utilizacién
de Hoechst 33342 (Molecular Probes - Life Techno-
logies, Oregon, EE.UU.).

Maduracién in vitro y monitoreo continuo

Los complejos cumulus oocito (COC) se re-
cuperaron mediante la puncién de los foliculos
guiada por ultrasonido a las 36 horas después de
la administracién de hCG. Los fluidos folicula-
res se colectardn en tubos de 15mL (Dulbecco’s)y
permanecieron a 37 °C en una gradilla térmica. El
cultivo se realizé a 37°C, 6% CO2, 5% 02, 89%
N2, en una atmdsfera humidificada. Los COCs
se lavaron en medio (Quinns Advantange Me-
dium with HEPES, SAGE), el cumulus se corté
con ayuda de 2 jeringas de 1 mL con agujas 30 G
realizando pequefios cortes en los bordes del cu-
mulus. Los oocitos fueron denudados mediante la
incubacién con hialuronidasa. Los oocitos en es-
tadio de GV fueron separados y cultivados por 24
horas en Quinns Advantage Fertilization Medium
(SAGE). Previamente se tomd registro fotogréfico
para determinar la localizacién de la vesicula ger-
minal, es decir, si era central (C) o periférica (P)
(Figura 1). Para lo cual se midieron los oocitos,
asi, la GV se definié como C cuando la distancia
desde el centro del oocito al centro de la GV era

menos de la mitad de la diferencia en las longitu-
des de los radios del oocitos y la GV. La GV se
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definié como P cuando esta distancia era mds de
la mitad de la diferencia de radios.

Las GV fueron colocadas individualmente en
las cdpsulas de cultivo WOW (10 pozos) (Cryo
Management Lid, Hungria) y se cubrieron con
aceite estéril. Seguidamente se dio inicio al mo-
nitoreo continuo durante la maduracién iz vitro
(24 horas). Todas las imdgenes de cultivo de los
oocitos fueron capturadas por el sistema de vigi-
lancia de “time-lapse”. El microscopio compacto
invertido con cdmara digital (Primo Vision, Cryo-

Figura 1. Oocitos humanos en estadio de profase I donde
se observa la vesicula germinal en posicion central (C) (A)

y en posicién periférica (P) (B).

Innovacién, Budapest, Hungria) se colocé dentro
de una incubadora tri-gas (Forma Scientific) (Fi-
gura 2). El microscopio consta de un objetivo
X10, un prisma, lente proyectiva, un dispositivo
de 1,3 megapixeles y una fuente de diodo emisor
de luz. Un cable de comunicaciones permitié que
las imédgenes fueran transferidas a través de la uni-
dad de control a un computador portétil. Las cdp-
sulas WOW fueron colocadas en la parte superior
de la ventana de cristal, en el portamuestras del
microscopio. La iluminacién fue proporcionada
por una luz blanca reflejada caliente. El sistema

Figura 2. Equipamiento utilizado (Primo Vision) para
monitoreo continuo.
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de una incubadora tri-gas (Forma Scientific) (Fi-
gura 2). El microscopio consta de un objetivo
X10, un prisma, lente proyectiva, un dispositivo
de 1,3 megapixeles y una fuente de diodo emisor
de luz. Un cable de comunicaciones permitié que
las imédgenes fueran transferidas a través de la uni-
dad de control a un computador portétil. Las cdp-
sulas WOW fueron colocadas en la parte superior
de la ventana de cristal, en el portamuestras del
microscopio. La iluminacién fue proporcionada
por una luz blanca reflejada caliente. El sistema

Figura 2. Equipamiento utilizado (Primo Vision) para
monitoreo continuo.
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fue configurado para tomar una sola imagen cada
10 minutos. Todas las imdgenes fueron almacena-
das para su andlisis posterior (Figura 3). Se deter-
miné el tiempo en horas de la SPCP.

Luego de las 24 horas de cultivo, se procedi6 a
retirar la capsula para registrar y separar los ooci-
tos que habian logrado la maduracién hacia MII y
los que no (GV o GVBD). El material fue llevado
laboratorio de investigacién en donde se evalué
in vivo la actividad de la glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa (G6PDH) mediante la coloracién de
azul brillante de cresil (ABC). Seguidamente los
oocitos fueron fijados para realizar la técnica de
inmunocitoquimica.

Figura 3. Secuencia de imdgenes obtenidas a menor au-
mento durante el monitoreo continuo a lo largo de la ma-

duracion in vitro.

Inmunocitoquimica de oocitos humanos

Las células de cumulus y la zona peldcida fue-
ron removidas de los oocitos mediante el uso de
hialuronidasa (Im/mL) y mediante Tyrodes aci-
dificado (pH 2,5; Irvine Scientific, Sta Ana, CA),

respectivamente. Los oocitos libres de la zona fue-

Actividad de GGPDH

Inmediatamente después de la IVM, los oocitos
fueron lavaron tres veces en Dulbecco PBS (1X) mo-
dificado con la adicién de 0,5% (w/v) BSA. Luego, los
oocitos fueron expuestos al ABC diluido en PBS modi-
ficado durante 90 min a 37 °C en una atmdsfera htime-
da, luego fueron lavados dos veces, y se clasificaron de
acuerdo a la coloracién del citoplasma. Los oocitos con
o sin coloracién azul citoplasmdtica se designaron
como ABC + y ABC-, respectivamente (Figura 4).

Figura 4. Una flecha indica ABC + y la otra ABC-.
' T

om0

ron fijados por 40 minutos en formaldehido al 2%
y permeabilizados con tritén X-100 al 0,1% en PBS
(buffer fostato salino). El bloqueo de sitios inespeci-
ficos fue realizado mediante el uso de 0,3% de suero
albdmina bovina (BSA) y 1% de suero de cabra en
PBS por 1 hora a temperatura ambiente. Seguida-

Figura 5. Mecanismos de fosforilacion en residuo de Treonina (activacidn) y Tirosina (inac-

tivacion) durante la maduracion oocitaria.
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mente, la incubacién de los anticuerpos primarios
y secundarios se realizé por toda la noche a 4°C y
por 1 hora a temperatura ambiente, respectivamen-
te. Finalmente, el ADN fue tefiido con Hoechst
33342 (10ug/mL) por un intervalo de 20 minutos.
Las imdgenes fueron capturadas en el microscopio
de epifluorescencia Olympus BX-40. La captura de
imdgenes fue realizada mediante el programa Act-2U

Figura 6. Inmunocitoquimica para la evaluacion de
pCdc2. GV: Vesicula germina, AI: Anafase I, TI: Telofase
I, MII: Metafase II.

MI (AI-TI)

(Nikon)y procesada mediante Adobe Photoshop CS2.
La semi-cuantificacién de la intensidad promedio de
la expresién de la proteina pCdc2 se realizé median-
te el programa Scion Image (v 4.03). La maduracién
oocitaria desde el punto de vista de pedc2-Y15 se
puede observar en las Figuras 5 y 6. Asimismo, la
alineacién adecuada y correcta conformacién de la
placa metafisica se puede observar en la Figura 7.

Figura 7. Inmunocitoquimica que evidencia la correcta
conformacién de los microtitbulos y alineacién de los cro-
mosomas de la placa metafisica.

Anidlisis estadistico

El anilisis estadistico utilizado fue el de Chi
cuadrado. Se tomé en cuenta un P < 0,05 para
establecer diferencias significativas. Se empleé el
programa estadistico MedCalc 11.6.2 (Bélgica).

Resultados

EnlaTabla 1, se pueden evidenciar los resultados
obtenidos luego de la maduracién iz vitro conside-
rando la posicién de la versicula germinal. Se pudo
observar que los oocitos luego de 24 horas de ma-
duracién in vitro presentaron diferencias en la tasa
de llegada a metafase II, es decir, se evidencié que
la mayor tasa de maduracién estaba relacionada a la
posicién central de la vesicula germinal (P< 0,05). El
tiempo de la salida del primer cuerpo polar fue cuan-
tificado observando la secuencia de imdgenes (Figura
8), donde se observé que los oocitos con la GV de
posicién central tuvieron una maduracién mds rdpi-
da que los oocitos de posicién periférica.

La marcacién de pCdc2 por la técnica de inmu-
nocitoquimica evidencié que los oocitos que provie-
nen de la GV central lograron una mejor y adecuada
maduracién nuclear y citoplasmdtica en compara-
ci6n alas GV de posicién periférica (Figura 9).

Se pudo evidenciar que el alineamiento de los
microttibulos de la placa metafdsica, asi como la or-
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ganizacién de los cromosomas en la misma, se en-
contraba en mayor proporcién alterada en los ooci-
tos GV hacia MII del grupo P (Tabla 1, Figura 10).

Finalmente, respecto a la actividad de la gluco-
sa 6 fosfato-deshidrogenasa, no se evidencié dife-
rencias significativas entre los dos tipo de oocitos.

Figura 8. Cuantificacion objetiva del tiempo en horas
durante el monitoreo continuo de la maduracion in vitro.

Figura 9. Inmunocitoquimica donde se evidencian ooci-
tos en estadio de MII luego de IVM, y en A) inmadurez
citoplasmatica pCdc2-Y15 elevado, y en B) MII correcta-
mente maduro.




Ubicacién vesicula germinal y maduracién oocitaria Cristian Alvarez Sedé y col

Tabla 1. Resultados de la evaluacion de las variables cuantificadas durante la maduracion
in vitro a partir de oocitos en estadio de profase I considerando la posicién de la GV.

GV en posicion C GV en posicion P P

Edad femenina 371+18 36,8 +2,6 NS
N° de oocitos en GV 38 48

Tasa de llegada a MlI 33 (86,8%) 27 (56,3%) 0,002
Tiempo en horas de salida del 1er cuerpo polar 16,7+ 2,6 18,2 2,1 0,02
Actividad de G6PDH (#BBC-) / (#BBC+) 17,9 28,6 NS
Maduracion nuclear y citoplasmatica asociada a pCdc2 Y15 81,8% (32) 62,9% (17) 0,04
Alteraciones microttbulos y alineacion de cromosomas 3(9,1%) 9(33,3%.) 0,02

Figura 10. Alteraciones observadas en la placa metafiisi-
ca tanto a nivel de la alineacion de los microtiibulos como

de los cromosomas.

Discusion

Un requisito previo para el desarrollo de un
embridn es la penetracién de un espermatozoide
en un oocito MII maduro. Es conocido que no
todos los oocitos recolectados durante los trata-
mientos de fecundacién iz vitro son maduros.
Ademds, la recuperacién de oocitos inmaduros
seguida por IVM es una alternativa al tratamiento
de FIV convencional .

El propésito del presente estudio fue evaluar la
correlacién entre la ubicacién GV y los pardme-
tros morfolégicos y moleculares de oocitos huma-

nos, con el propdsito de utilizar esa caracteristica
como predictor de la competencia en la madu-
racién oocitaria. La ubicacién de GV en oocitos
humanos, como se demuestra en este estudio, es
independiente de la edad y presenta una ubica-
cién periférica en la mayoria de los casos. El pre-
sente estudio afiade una observacién clinica im-
portante, indicando que una vez que se produce
el rompimiento de la vesicula germinal (GVBD)
en oocitos humanos con GV central, y comienza
el proceso de maduracién, el porcentaje de oocitos
que completardn este proceso (salida del primer

Reproduccién - Vol 30 / N° 1/ Marzo 2015
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cuerpo polar) con una adecuada maduracién cito-
plasmatica es significativamente mayor que en los
oocitos con GV periférica. Si bien es cierto que
son oocitos inmaduros excedentes producto de los
tratamientos de reproduccién asistida, en todos
los casos se utilizaron oocitos (GV) que provenian
de foliculos de tamafos similares y no menores de
14 mm de didmetro.

Se ha descrito que los microttibulos del cito-
plasma oocitario son los principales contribuyen-
tes a la localizaciéon central de la GV. Se ha re-
portado que los filamentos de los microtdbulos en
oocitos humanos son mds densos en el citoplasma
de oocitos con GV central que en el citoplasma de
oocitos con GV periféricos. Una red de microtd-
bulos insuficiente o débil puede causar un cambio
en la ubicacién central de la GV. Se ha descrito
en ratones que la ubicacién de la GV durante la
maduracién de los oocitos depende de las fuerzas
opuestas formadas por los dos tipos principales de
citoesqueleto: una fuerza centripeta creada por los
microtdbulos y una fuerza centrifuga creada por
la F-actina.** Se conoce que la razén principal de
la disminucién en la fertilidad femenina junto a la
disminucién de la calidad oocitaria es el aumento
de la edad materna.” Sin embargo, en nuestra ex-
periencia no se evidencié diferencias significativas
en relacién a la edad y la posiciéon de la GV en
los oocitos profase I, sin embargo, si se evidencié
alteraciones de la placa metafésica en el grupo de
oocitos con GV periférica. Consideramos que se-
rfa necesario realizar el mismo ensayo de IVM en
oocitos profase I en mujeres de mayor edad para
visualizar el efecto de la edad mds claramente.

Nuestros hallazgos en este trabajo se pueden
fundamentar en el hecho que otros autores han
evidenciado que la localizacién de Fyn en oocitos
humanos estaria relacionada a la densidad y locali-
zaci6n de los microttibulos. Se ha demostrado que
los oocitos humanos con GV central tienen con-
centraciones mds bajas de Fyn dentro de la GV en
relacién a oocitos con GV periférica.® En el mo-
delo murino se ha evidenciado que Fyn participa
en el proceso de GVBD, la estabilizacién de los
microtibulos, la organizacién de F-actina y la de-
gradacién de la ciclina B1.27 En conjunto, estos
hallazgos sugieren que Fyn participa en procesos
nucleares en general, y en las vias de transduccién
de sefales que conduce a GVBD posiblemente
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afectando otros factores clave, como los microtu-
bulos, F-actina o ciclina B1.

Nuestros resultados evidenciaron una com-
petencia madurativa significativamente mayor
después de GVBD en oocitos con GV central y
una tasa de degeneracién inferior. Por lo tanto, la
localizacién de la GV en oocitos humanos podria
ser usada para predecir la competencia de madura-
cién. Tomando en consideracién lo reportado por
otros autores, se sabe que los oocitos GV centra-
les tienen una baja concentracién Fyn enla GV'y
abundantes microttibulos filamentosos gruesos en
el citoplasma. Creemos que todo lo anteriormente
mencionado tiene relacién con los hallazgos refe-
ridos a las diferencias en la alteracién de los mi-
crotibulos y alineamiento de los cromosomas, asf
como la adecuada maduracién citoplasmdtica y la
velocidad de maduracién. Sin embargo, creemos
que atn se debe aumentar la cantidad de oocitos a
fin de lograr definir el efecto sobre la maduracién
metabdlica del oocito.

Este trabajo suma evidencia de que la posi-
cién de la GV podria ser considerada como una
herramienta dtil al momento de elegir dentro de
una poblacién de oocitos MII producto de madu-
racién in vitro con el fin de ser usados para téc-
nicas de reproduccién asistida. Este es el primer
trabajo que analiza la velocidad de maduracién in
vitro considerando la posicién de la GV en ooci-
tos profase I. Lo cual brinda una nueva utilidad
al monitoreo continuo para uso en la valoracién
del tiempo de maduracién de oocitos humanos

durante IVM.
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