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1. Introduccion.

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) hamatio una gran importancia
en el ambito de la reproduccién tanto humana conmima. Considerando que la
mayoria de las técnicas usadas, estan en un geadspécializacion muy alta, una de
las posibilidades de mejora podria ser la selecd@mmaterial bioldégico con mejores
caracteristicas para ser usadas en ellas. Poer$ts Ultimos afios se ha investigado y
se ha comprobado la gran importancia de la cal@extitaria para poder estimar el
desarrollo de los embriones. Es necesario encamiggwdos que nos permitan producir
y seleccionar embriones con unas caracteristigasrisves, implementar procesos de
control de la calidad consiguiendo asi mejores lt@dos en los porcentajes de
implantacion y prefieces llegadas a termino (Ggrkian Royen, 2000). La produccion
de embrionesn Vitro esta muy relacionado con la calidad de los owsdiRizos et al.,
2002), por lo que desarrollar una serie de técniges nos permitan seleccionar los
mejores para su maduracion/cultivo, es una deiftesad de investigacion que estan
siguiendo los diversos grupos de investigacionste érea. Durante afios, la seleccién
de los ovocitos dependia de métodos subjetivossubjetivos pero que eran invasivas,
es decir que se necesitaba fijar los ovocitos pargar su calidad, con lo que se
acababa con la posibilidad de utilizarlos posteremte. Con el desarrollo de las
técnicas no invasivas, como la microscopia de lalarzada (MLP), se abre la
posibilidad de seleccionar los mejores ovocitos ye gse desarrollen después
produciendo, tedricamente, mejores embriones.

Este trabajo estudia la posibilidad de utilizaklaP para evaluar los ovocitos de
ovejas prepuberes y su posible uso como indicadolactcalidad y por lo tanto del

potencial desarrollo embrionario.

1.1. Maduraciéonin Vitro de ovocitos de oveja.

La maduraciénn Vitro (MIV) de ovocitos,es el proceso por el que un ovocito
en estado de vesicula germinal realiza los camhiodeares y citoplasmaticos
necesarios para poder llegar a la expulsion deigarcorpusculo polar. La maduracién
es un proceso crucial en la produccién de embrionegitro. La maduracién de
ovocitos esta influenciada por los componentessdeariedios asi como las condiciones
utilizadas para esta técnica. La MIV es uno deplascipales factores que limitan la

eficiencia de la produccién de embriongsvitro, ya que aun después de la seleccion



cuidadosa de una poblacion homogénea de compléjoslc-ovocito (COC), sdlo la
tercera parte, alcanzan la maduracion citoplascocapleta y poseen la capacidad de
producir blastocistos viables para su transferemgigue ocasiona que ésta técnica de
reproduccién asistida sea menos eficiente, comparad la produccion de embriones
in vivo (De Wit et al., 2000; Rizos et al., 2002); probatdate debido a la incapacidad
del medio de cultivo utilizado durante la MIV paeproducir las complejas sefales y
comunicacién entre los ovocitos y las células saasitcircundantes, que ocurren de
manera natural dentro del foliculo ovulatorio (Eppt al., 1996), afectando la tasa de
fertilizacionin Vitro y su desarrollo embrionario (Cognié et al., 2008rhH6nen et al.,
2005). Los medios comerciales comunmente utilizgdwa la M1V, tal como el TCM-
199 suplementado con suero de origen animal, hteniolo resultados aceptables; sin
embargo, para algunos autores, el uso de talesompdesenta algunos inconvenientes
como una gestacion prolongada y un mayor peso aimiento en ovinos,
representando ademas, una potencial via de intigude agentes patégenos o toxinas
(Thompson, 2000).

Hay que tener en cuenta que la maduracion del wveniel foliculo esta condicionada
por la presencia de hormonas: FSH, LH y estraiot.esta razon en la maduracién
Vitro se necesita que los medios de cultivo se pardaacads posible a las condiciones
in vivo y por ello actualmente se enriquecen carmas hormonas (Moor y Trounson,
1977). Sin embargo, la adiccidn de estas hormosa®davia controvertida, ya que
algunos estudios no encuentran diferencias sigiiN@s en los ovocitos que alcanzan la
metafase Il (MIl) o la formacion de blastocistospresencia 0 ausencia de hormonas
exdgenas gonadotrdpicas (O Brien et al., 1996)nivas que otros estudios indican que
la adiccion de hormonas exdgenas gonadotréficasrmenta el nimero de ovocitos
que alcanzan la MII, la viabilidad de los embriof@slli y Moor, 1991) y aseguran
gue la adiccién de gonadotropinas es esencial lparaaduracion de ovocitos de
corderas (Ledda et al., 1997).

Otro de los problemas que se han descrito duranklV es el endurecimiento de la
zona pelucida produciendo una disminucion en la tesfertilidad. Para evitar esto se

aflade al medio de maduracién entre un 1-5% de ¢Dexons et al., 1986).



1.1.1. Maduracion del ovocito

Durante la maduracion del ovocito, se producen uvompleja serie de

modificaciones en el citoplasma, junto con la madidn meiética del ndcleo y ciertos

cambios en la membrana, con el fin de preparateac®cito para ser fecundado con

éxito y poder mantener la primera fase de desarmthbrionario. En la Fig. 1 se

representan las diferentes fases del crecimieafmaitacion y maduracion durante la

foliculogénesis del ovocito segun Mermillod et 61999).
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Fig. 1. Esquema del crecimiento del ovocito durdafeliculogénesis (Mermillod et al., 1999).

Esta maduracion se divide en citoplasmatica y naailm nuclear:

A) Maduracion citoplasmatica

Los cambios que acontecen en el paso de ovoditeoptial hasta embridon

transcripcionalmente activo se pueden dividir en:

Capacitacion ovocitaria que es el proceso de preparacion del ovocitontieira
la foliculogénesis que posibilita un desarrollo eario posterior (Hyttel et

al., 1997; Moor et al.,, 1998). En este periodo s&dodividen las células
somaticas, no el ovocito. Representa un periodo siigesis intensa y
almacenamiento de macromoléculas.

Modificaciones bioquimicas y morfolégicaslel ovocito durante la maduracion
son desencadenadas por el pico de. llld maduracién ovocitaria esta
desencadenada por la respuesta folicular al piceovpiatorio de

gonadotropinas, que confiere al ovocito la capakcaasostener la fecundacion



y el desarrollo embrionario temprano. Durante dat®e de maduracion, las
células de la granulosa siguen produciendo esegpjokro tiene lugar el paso
de un ambiente estrogénico a otro donde predonaim@dgesterona. Por otra
parte, producen acido hialurénico que permite lpaegion y mucificacion de
las células del caumulug pérdida de las uniones tigap de contacto entre el
ovocito y estas células. El potencial para la macldn nuclear y citoplasmatica
se adquiere conjuntamente durante el desarrollow®dito (Moor et al., 1998;
Picton et al., 1998).
B) Maduracion Nuclear
Los ovocitos de la mayoria de mamiferos se enrareen estadio de diplotene
de la profase |, hasta que se produce la adecusiitaukacion de factores de
crecimiento y hormonales dando lugar a la progredi® estos ovocitos al estadio de
MIl. Posteriormente, éstos quedaran en este estididlll hasta que se produzca la
fecundacion.

- Adquisicion de la competencia meiéticala adquisicion de la capacidad
meidtica esta asociada con la aparicion de compesiersenciales del ciclo
celular como el factor promotor de la maduracionPEY (Masuiy Market
1971), una quinasa que se activa en ovocitos céampénte desarrollados entre
las 8 y 12h después de la induccién de la maduracié

- Reanudacién de la meiosisSe han estudiado diversas moléculas que regulan el
proceso meiotico, como:

- Adenosinmonofosfato ciclico (AMPc)

- Factores promotores de la maduracion (MPF)

« Quinasas reguladoras de la sefal extracelular (ERK)

La maduracion meidtica del ovocito conlleva la ciged para la rotura de la
membrana nuclear, y posterior progresion hasta MIl.

Resumiendo, la reanudacion de la meiosis puedécarg® mediante una reduccion en
la concentracibn de AMPc y la consiguiente actidaénactivacion de proteinas
presentes en el ooplasma (Fulka etl®198; Moor et al.1998; Picton et al1998).
Durante esta fase se pasa de la presencia de orardefpersa en un primer momento a
diferentes estadios de condensacion de ésta, fastear una red de bivalentes

individuales, la desaparicion del nucleolo y lairatde la vesicula germinal (GVBD).



1.1.2. Conformacion del huso meiatico.

La mayoria de nuestro conocimiento de la estraalet huso se ha obtenido del
analisis de muestras tefiidas mediante inmunocittgaiy microscopia confocal tras la
tincion de la tubulina y la cromatina 6 mediantenmscopia electronica. Estas técnicas
nos proporcionan imagenes estaticas, que no nasitperestudiar el comportamiento
dinamico del huso en cada ovaocito.

La importancia del buen mantenimiento de la e&iracdel ovocito radica en el hecho
de que en la meiosis debe ocurrir una correctaraepa de las cromatidas hacia los
polos durante la anafase, lo que se conoce conyandi®n meidtica; cuando esto no
ocurre 0 hay un retraso en la primera o segundsid@liv meibtica, sobrevienen
problemas en la configuraciéon de los cromosomadsraaldo el nimero correcto de
éstos, es decir, dejan de ser multiplos béasicosndeiero haploide original de la
especie, lo que se conoce como aneuploidia. Por estimportante conocer la
estructura tanto del huso meiotico.

Durante la obtencién de ovocitos por puncion deriogade matadero los ovocitos
inmaduros extraidos de los foliculos aparecen cameomplejo ovocito-cimulus en
etapa de vesicula germinal (GV). Tras la maduraséfiiega a la MIl y se produce la
extrusion del primer corpusculo polar.

El huso meidtico es una estructura temporal y dicarformada por microtibulos. Los
microtubulos estructuralmente son tubos huecosdetiios con un diametro de 25
nandémetros (nm) y longitud variable de 25-200 nsicraos microtlbulos, estan
constituidos por la union de unidades heterodimaérien y f tubulina compuestos por
13 protofilamentos unidos formando un cilindro. Lpsoteinas asociadas a los
microtubulos (MAPs) regulan la union de los mickatlos y participan en la
interaccion con otros componentes celulares. Lalind polimerizada esta en equilibrio
con la reserva de tubulina libre en el ooplasma. ibicrotibulos son muy sensibles a
cualquier cambio fisico o fisioldgico que puededwdr la despolimerizacion de la

tubulina y desestructuracion microtubular.

1.1.3. Conformacion de la zona peldcida.
La zona peldcida (ZP) de la oveja no ha sido matydtada. En mamiferos, la
ZP es una matriz extracelular, que rodea al ovoygital embriébn antes de su

implantacion. Forma una capa que mantiene la saparalel oolema de la region



interna del foliculo, la corona radiata crea prghiones celulares que atraviesan la ZP
y forman con la membrana plasmatica del ovocit@leentes celulares o gap juction.

La ZP tiene gran importancia durante el procesdfedeindacion, estableciendo el
contacto especie-especifico de las células espeasala union de los espermatozoides
capacitados y la induccion de la reaccion acrosartiitorman y Storey, 1982). La ZP
en mamiferos se compone de tres o cuatro famikaglidoproteinas que forma una
estructura tridimensional compleja, son el produtddamilias de genes llamadas ZP1,
ZPA, ZPC y ZPB, que codificaran proteinas que ssgdan ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4.
Estas proteinas estan altamente glicosiladas ymiaas un peso molecular muy similar
(Noguchi et al., 1993; Bauskin et al., 1999). La &R4a formada por un entramado
fibrilar, constituidos por dimeros de las glicagioas ZP1:ZP3y ZP2:ZP3.

En la mayoria de las especies la ZP es secretadd peocito en capas, la capa externa
presenta numerosos poros mientras que la intesemia una apariencia regular y
rugosa (Phillips y Shalgi, 198B8eefe et al., 1997).

1.1.4. Duracién y condiciones de maduracion-cultivo

El tiempo de cultivo necesario para obtener ovacitaduradosn Vitro en el
estadio nuclear de MIl es bastante aproximado que®do in vivo. La duracion del
cultivo durante la MIV de los ovocitos ovinos esehitre 24 y 27 horas. Recientemente,
otros autores apuntan a la necesidad de reducitidogpos de maduracion para
conseguir una mejor calidad ovocitaria, ya que a®ltservado que los ovocitos mas
viejos tienen menor capacidad de ser fecundadodogu@venes, debido a la menor
cantidad de quinasa H1 y a la menor cantidad f@haa activada del MPF (Kikuchi et
al., 2000).
Las condiciones fisicas especificas del ambienteeleque maduran los ovocitos
(osmolaridad, pH y composicién idénica del mediopperatura y tension de CO2 y O2
del incubador, volumen de cultivo y tiempo de iraxibn), asi como la mayor o menor
definicion del medio de maduracion utilizado (syerélulas somaticas, etc.) van a
influir en el resultado final (Holm y Callesen, B)9La temperatura de incubacion mas
utilizada, tanto en la MIV como en la fecundaci@nVitro (FIV) y el cultivo de
embriones (CE) se encuentra cercana a la tempereduporal de la oveja que es de
38.5°C. La atmdésfera de cultivo empleada como awgim los protocolos de produccién
de embriones ovinos es de 5% de COZ2.



1.1.5. Problemética actual.

El mayor problema con el que nos encontramos edaguovocitos madurados
in Vitro presentan una capacidad de desarrollo inferior sani@duradosn vivo
(Rodriguez y Farin, 2004). Las condiciones en las ge produce la maduracigm
Vitro podria ser el causante de esta menor tasa de mesiurdJna incompleta
maduracion citoplasmatica puede dar lugar a falloante la fecundacion incluyendo la
polispermia y una asincronia en la formacion préearc(Mattioli et al., 1988; Moor et
al., 1990) que se conocen como uno de los prirespaitoblemas de la baja capacidad
de desarrollo de los ovocitos madurados y fecursladd/itro (Hunter, 1991). La
problematica de la bajada de la tasa de madurabi@njevado a la busqueda de
indicadores que nos permitan seleccionar ovocites tgngan una tasa de desarrollo

mejor, con lo que a la larga mejorariamos nuestdyzcion de embriones.

1.2. Calidad de ovocitos y Métodos de Valoracion da Calidad.

1.2.1. Caracteristicas morfolégicas de un ovocitcectalidad.

Durante mucho tiempo se ha intentado relacionandgfologia del ovocito con
el potencial de desarrollo del futuro embrién ptio &@s tan importante dar unos
parametros definidos respecto a lo que se consideravocito con una buena
morfologia y por lo tanto con una buena calidad.f@ena general se considera un
ovocito maduro de buena calidad a aquel que preser forma esférica, con una zona
pelucida regular, un corpusculo polar intacto y concitoplasma homogéneo y sin
inclusiones. Asi mismo presentara una buena expart® las células del cumulus y
células de la corona radiata.

Segun estas caracteristicas podriamos dividiniositms segun su calidad en:

« Grado A 6 excelentesCOC’S con citoplasma granular homogéneo, y comés
capas de células del cimulos.

« Grado B 6 buenos:COC’S con citoplasma granular homogéneo y corc2pas
de células del cumulus.

« Grado C 0 regulares-malos:ovocitos parcial o totalmente denudados o con las

células del camulus expandidas y con el citoplassmmaomogéneo y oscurecido.



Eckert and Niemann (1995) demostraron que no seleatran diferencias en el

potencial desarrollo entre los ovocitos de tipo B,ypor lo que en nuestro estudio los

clasificaremos en excelentes-buenos y regularessmal

Segun De Santis (2007), la seleccidon de ovocitas les mejores caracteristicas

morfolégicas no aseguran la llegada a buen térrdados embarazo por lo que se

deberan de buscar parametros mas fiables.

1.2.2. Pruebas bioquimicas y test de viabilidad.

Estas técnicas mediante tincion tratan de seleacitws ovocitos con un mayor

potencial para desarrollarse y producir embrioremdjor calidad.

Fluorocromo diacetato de fluoresceina (FDA):se basa en la integridad de la
membrana para indicar la viabilidad del ovocitdhide a la permisividad de esta a
la entrada de este fluorocromo. Los ovocitos serbs mediante un microscopio
de fluorescencia, los vivos presentan una fluoresaeverde mientras que los
muertos no la presentan. Esta tincion se puedeioambon la tincion con Tripan
Blue, que tifie los ovocitos muertos con un coloul ague se ve mediante
microscopia convencional.

Glicdlisis: Este test estudia el consumo de glucosa, la pecaztucle metabolitos
(lactato y piruvato) por parte del ovocito y laagbn entre ellos, observandose que
cuanto mayor es el estado de maduracion del ovocagor es el consumo de
glucosa, la produccién de metabolitos se mantienstante, con lo que disminuye
la relacion glucosa:lactato (Sutton et al., 20Q4)ruta glicolitica del COC permite
la produccion de ATP y de metabolitos como el kactapiruvato que pueden ser
utilizado por el ovocito (Downs y Utecht, 1999; Haret al., 2007, 2009Esta
actividad glicolitica esta relacionada con el deslar del ovocito (Krisher y
Bavister, 1999; Spindler et al., 2000; Durkin ef 2001; Herrick et al., 2006).

Test Brilliant Cresyl Blue (BCB): determina la actividad intracelular de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH), que es una denzsnas de la via pentosa
fosfato, que va disminuyendo segun el ovocito llagiases mas maduras de su
crecimiento. Pudiendo ser BCB+ si el citoplasmasg@néa un color azulado, que
indica una baja actividad de la G6PDH que no puedgadar el BCB y por lo tanto
que ha finalizado su fase de crecimiento. En el B&Bobserva el citoplasma sin



tefir, lo que indica una alta capacidad de la G6RDEl degrada el BCB y por lo

tanto es un ovocito en crecimiento.

« Andlisis de la actividad de las caspasa 8 el patron de expresién de los genes

relacionados con la apoptosis (familia BCL2) comargador de atresia. Varios

estudios han investigado la apoptosis de las &efoleculares como un marcador

potencial para la calidad ovocitaria, pero los ltasws conseguidos han sido

contradictorios. En este test se debe evaluar i&idad de caspasa 3 como

marcador de apoptosis temprana y Tunel para lategisptardia, seguido de un

analisis genético (AIm et al.,, 2000 ; Feranil et &005 ; Boone et al., 1998 ;
Fenwich et al., 2001; Nicholas et al., 2005).

1.2.3. Métodos de valoracion del huso meidtico.

Debido a que durante la meiosis la sujecion y sggién de los cromosomas

dependen de los microtubulos, poder detectar yuaval huso meibtico por varios

métodos tiene gran importancia (Wang y Keefe, 2002)

Estos métodos se pueden dividir en aquellos qguasasivos y por lo tanto acaban con

la viabilidad de los ovocitos y los no invasivos.

. Técnicas no invasivas:

1. Microscopia de contraste de fasepermite observar el huso meiético sin fijar

el ovocito. Sin embargo es dificil conseguir unara imagen en animales
domeésticos.

Microscopia de luz polarizada:se puede detectar y evaluar el huso meiético
siendo esta técnica totalmente no invasiva y marido intacta la viabilidad
del ovocito. Esta técnica permite la evaluacionhdeslo meidtico a tiempo real,
lo que permitiria el estudio de la dindmica de facidn y cambios del huso

meiotico.

- Técnicas invasivas:

1.

Tincion con Orceina y lacmoid:usadas para evaluar la maduracion del ovocito
desde vesicula germinal a metafase Il. En las elo®sesita fijar el ovocito por

lo que pierde su viabilidad.

Fluorescencia y microscopia confocal:mediante inmunohistoquimica vy
microscopia confocal se obtienen imagenes estaf{iasidelbaum et al., 2004)

Microscopia electronica: utiliza electrones para formar imagenes de muestra



de tamafio muy reducido, para ello las muestrasndeébestar fijadas mediante

técnicas quimicas o resinas.

1.2.4. Microscopia de luz polarizada.

La microscopia de luz polarizada tiene la habilidé® medir moléculas
submicroscopicas de células vivas de forma noutdsta y dinamica. El alineamiento
de las uniones moleculares o de las particulas isutsudpicas altera el paso de la luz
polarizada produciendo la birefringencia (Oldenlgod©95).

La birrefringencia es una propiedad Optica quersdyce cuando la luz pasa a
través de una estructura anisotropica, causandeldw de luz se divida en dos rayos
qgue viajan a diferente velocidad. Las estructurdso@répicas tienen dos indices de
refraccion diferentes dividido en dos ejes, undd@yy otro lento, mientras que las
isotropicas tienen un indice de refraccion homogée todas las direcciones cuando
pasan por la estructura. El indice de retardo asmedida que nos indica en que grado
la velocidad del haz de luz se reduce o retardadmse propaga por un medio.

El retardo se mide en unidades de longitud, encaste se usa el nanémetro (nm), y se
interpreta como la relacién entre la organizaci@emm y micro molecular y la densidad
estructural. Un valor alto en el retardo signifioaa fuerte densidad estructural y un
buen alineamiento de las estructuras y un valoo Isgra sinénimo de debilidad
estructural, baja densidad y mal alineamiento. Bst@iedad nos da una oportunidad
para evaluar las estructuras de muestras biofisicatener que utilizar tinciones que
obligaban a fijar la muestra.

El huso meidtico y la zona pelldcida son estructimasfringentes, y por lo tanto
presentaran esta propiedad. La posibilidad de Nismael huso meiético de una forma
no invasiva y por tanto manteniendo su viabilidaasandose en la birrefringencia, es
importante ya que la presencia o ausencia del ters® una importancia critica para la
fertilizacion y desarrollo del embrion (Coticchibad., 2004; Raju et al., 2007; Wang y
Keefe, 2002). Se ha indicado que la ausencia gmiesta positiva y por lo tanto de
ausencia del huso se relaciona con una pobreZadiibn y desarrollo. Un valor en la
sefal de birrefringencia bajo podria indicar unarenralidad en el huso meidtico. Liu et
al., (2002) establecio que los husos de ovocitosatin de mayor edad presentan una

disminucién en la birrefringencia y una forma anakm
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Esta técnica también puede ser usada para obser@mna pelicida, cuya organizacion
juega un papel vital en el desarrollo y fertilizati Mediante la birrefringencia se puede
observar la densidad, orientacién y grosor de l@zgue se ha presentado como un
indicador importante del estado del ovocito (SI2895; Pelletier, 2004).

El equipo de MLP utiliza luz polarizada y un parrdeduladores electro-opticos
cuyos ejes estan rotados 90° uno del otro. Unaread® video y un analizador de
imagenes asistido por ordenador permiten la maticapida y simultanea de la

anisotropia de la muestra en todos los puntos ideslgen del campo de vision (Fig. 2).

1.Place ococyie in focal plane Light Source (60uW)
2. Carrect for background .
grod 548nm Polarizer
3. Orient oocyte to have the polar body and / Filter

spindle long axis in the focal plane Gircularly Polarized Light
4. Save image
i / Hoffman Condenser
4. Analyse image qualitatively and quantiatively /

(immediately or later) Mineral Oil
5ul Culture I'I.I'Eed:'um/

Pipette to rolate Oocyte

Computer

Monitor Mature Oocyte

with Spindle

Oocyte in a Microdrop

of Culture Medium on a Warm Plafe

v p /"'\
ol OChjective
I /

Controller

LC Compensator
Optics

P 4—— (CCD Camera

Y. Shen et al. / Mutation Research 651 (2008) 131-140

Fig. 2. Esquema del equipo de MLP con Opticas rdéatliquido controladas electrénicamente
y de la técnica para visualizar y evaluar el hus@tito y la zona pelucida.

1.3. Ovocitos de Animales Prepuberes

Los ovocitos de oveja (O'Brien et al., 1996), vagavel et al., 1995), y cerdos
(Peters et al., 2001) prepuberes tienen una eficianenor en las técnicas Vitro, que

se caracterizan por tener una maduracion citoplasama@normal y una menor habilidad
para llegar al estado de blastocistos. (Amstro8g0®

Se han publicado estudios que demuestran quedstbistos de animales prepuberes o
provenientes de ovocitos de foliculos con un tampéiguefio tienen una viabilidad

menor que los de animales adultos o de foliculas @o mayor tamafio que se
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demuestra en un retraso en la formacion del blasto¢Majerus et al., 2000), un
namero menor de células en la partenogénesis (Bagal., 2007) o una menor
reexpansion en la descongelacion (Leoni et al.6-ZWD9). Los ovarios de animales
prepuberes presentan un alto porcentaje de foi@ntrales con un diametro menor de
3mm, haciendo dificil la aspiracion de COC’S p@iragion tradicional, por esto los
ovocitos de animales prepuberes se obtienen rigimante mediante la técnica llamada
slicing de la superficie ovarica, siendo estos dwscde didmetros heterogéneos,
COC’S con una morfologia variable y en diferensados de atresia (Martino et al.,
1994). En cabras prepuberes los ovocitos con uneadié@ mayor de 12hm producen
un mayor porcentajes de blastocistos tras fecuadawniVitro (FIV) (Anguita et al.,
2007) e ICSI (Jiménez-Macedo et al., 2007).

Asimismo se han observado alteraciones en lastesisitcas normales en la estructura
y la funcionalidad de ovocitos de cabras prepubsralomo alteraciones en la
distribucion de granulos corticales (Velilla et, &004) y mitocondrias (Velilla et al.,
2006), desestructuracién de los microtubulos y ofilamentos (Velilla et al., 2005) y
alteraciones del contenido total del ARN, p34(cdc2h la expresion de ciclina Bl y la
actividad de MPF(Anguita et al., 2007-2008). Tamlsérha reportado un aumento en la
activacion partenogenética y una polispermia ercita® de oveja comparado con los
de otros animales adultos.(Ledda et al., 1997; fomeln et al., 1970). Todas estas
anomalias pueden causarse por el menor tamafiolisilé o la edad del animal

donante que producen una deficiente maduraciooweito.
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2. OBJETIVOS.

El objetivo de este trabajo es evaluar la eficiende la microscopia de luz
polarizada (MLP) como métodos no invasivo paravidueacion de ovocitos prepuberes
de ovino y su posible uso como indicador de ladealide los mismos.

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Recoleccion de Ovocitos, Seleccion v Transpert

Los ovarios se obtuvieron de ovejas prepuberaleag@s) de un matadero de
Barcelona y se transportan al laboratorio de levéfsidad Autonoma de Barcelona en
PBS a una temperatura de 38°C. Se lavaron en uio dedPBS con antibiotico y
antimicético (AB, Gibco cat 14240-062). Debido abpefio tamafio de los foliculos los
COC’S se recuperaron mediante corte de la sumediei ovario (slicing) en medio
TCM-199 con 0,5 g/L de BSA. Bajo lupa estereosapos ovocitos que presentaban
dos 0 mas capas de células del cumulus y un ciimaledhomogéneo se seleccionaron
para su uso en el experimento. Para el transperiesdovocitos desde Barcelona al
laboratorio de embriologia del Serida, en Devaphiscitos (N=30-40) se colocaron en
un tubo Corning de 2 ml con referencia 430659 {gho) en un incubador portatil
Minitube, en el cual se llevé a cabo parte de ldurecion. Esta forma de transporte no
afecta ni a la conservacion ni desarrollo de loscdos en comparacion con las placas
de uso tradicional (Thompson 2007). Los tubos equellos ovocitos son transportados,
contienen el medio de maduracion con osmolari@é@d280 mOsm.

Los componentes del medio de maduracion se muestrenTabla 1:
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Tabla 1. Componentes del medio de maduracion.

Referencia Concentraciér] 15 ml (sol. Stock)
final

TCM 199 M-4530 Sigma Enrasar a 15 ml
FSH F-8174 Sigma 5ug/ml 50ul (1.5mg/ml)
LH L-5269 Sigma 5ug/ml 41.89(1.79mg/ml)
Estrogenos E-2257 Sigma lug/mi 150ul (0.1mg/ml)
EGF E-4127 Sigma 10ng/ml 75ul (0.002mg/ml)
SFB F-9665 Sigma 10% 1.5ml
ATB 15240- 1% 150pl

062 15240-

062 Gibco
Cyst M-9768 Sigma 100uM 150ul
Glutamina 2mM 150pul
Piruvato de Na P-4562 0.2mM 33ul (10mg/ml)

A la llegada a Deva, se extrajo el tubo del incabambrtatil y se colocé dentro
de un incubador del laboratorio con la tapa abiartd8°C y a 5% de COhasta
completar las 27 horas de maduracion, contandierepb empleado en el transporte.
Luego, en la campana de flujo laminar y con la aydel una pipeta Pasteur de vidrio y
chupete, se pasa el medio conteniendo los ovazitms placa de Petri con medio 199-

Hepes.

3.2.Visualizacion del Huso mediante MLP.

Tras el proceso de MIV (27 h), se procedié a denladaovocitos para eliminar
las células del cumulus, mediante el uso de hialdesa. Se introdujeron los ovocitos
en medio con Hepes-199 con 300 IU/ml de hialursagdae incubaron a 38.5°C durante
2 minutos y después se realiza el vortex duramtes & minutos. Con este proceso se

eliminaron las células del camulus. Los ovocitospsesaron a un placa de Petri
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conteniendo medio TCM199-Hepes-FCS, tras lo cualosgcaron individualmente en
microgotas de 1Ql de TCM199-Hepes-FCS (25 mM Hepes y 10% suerd etano)

en placas de Petri con fondo de cristal, y estasogwtas se cubrieron con aceite
mineral. Se utiliz un microscopio invertido (Olympus 1X71, Japan)Q®2 aumentos
con el software Oosight system (CRI, Woburn, MA,AYSjue consta de un filtro
optico novil de cristal Iquido, otro circular verde polarizador y unarara cientfica
grado CCD, con todo esto podremos trabajar y iedi@os tanto convencionales como
capaces de detectar la birrefringencia del husetioeisi es que estpresente y de la
zona pecida. Tamhbin se realiz las mediciones morfottnicas de los ovocitos.

Durante todo la observacion los ovocitos se maatiem 38°C manteniéndolo en una
pletina calefactable (Thermoplate-Tokai Hit, JapaRara la manipulacion de los
ovocitos se utilizaron dos micromanipuladores (Ejoefh Germany) y micropipetas que
fueron necesarias para sujetar y girar los ovog&ra asegurarnos de la presencia o no
del huso. En el caso de estar presente se ved@mirascencia blanca que se considera
como una sefal positiva. Si obtenemos una sefidivapsl software nos calculara
automaticamente previa seleccion del area a evaflaindice de retardo del huso
meidtico (I.R HM) (Fig. 3. ver anexo fotograficdddemas, también es capaz de medir

en forma automatica y directa el indice de retaelta zona pelucida (I.R ZP).

3.3. Evaluacion del Huso Meio6tico por Inmunocitogunica.

Los ovocitos se fijaron en una solucion de PBS 48t de formaldehido,

permeabilizado usando Triton X-100 al 2,5% durdrfieninutos y al mismo tiempo se
realizd una tincidén para detectamtubulina y la cromatina (Moraté et al., 2008).
La fijacion y las incubaciones se haran a 37°Ca jaitincion, los ovocitos fijados se
incuban con el anticuerpo monoclonal artiibulina (isotipo IgG1 de ratdn) durante 90
minuto, seguida de una incubacion con anticuerpccatea IgG-Alexa Fluor 488
durante 1 hora. Entre incubacion e incubacionpilaitos fueron lavados tres veces en
PBS durante 5 minutos. Los ovocitos se montaropogtas Yy se tifien con Vectashield
medio para fluorescencia con DAPI. Como controlatieg parac-tubulina se utilizo
s6lo el anticuerpo secundario. Se utiliz6 un micops confocal laser (Leica TCS-
SP2-A0OBS) para observar la tubulina (Alexa Fluds; 488 nm) y la cromatina (DAPI;
405 nm).

La morfologia del huso y de los cromosomas séficiaon en tres categorias:

-15 -



1. Huso normal: forma tipica de barril con cromosomas agregadosaguaca
metafasica y los microtubulos cruzando el husodde @ polo.

2. Huso anormal: microtibulos con una conformacion atipica, commsomas
desagregados o desplazados de la placa metafasica.

3. Ausencia de husono se observan microtubulos alrededor de los csomas.

3.4. Evaluacion Morfométrica.

Para realizar la evaluaciones morfométricas se@tiln microscopio invertido
(Olympus 1X71, Japan) a 200x aumentos con el so&w@osight system (CRI,
Woburn, MA, USA).que permite las mediciones. Paemt@ner un criterio unificado en
todas nuestras mediciones se tomd como referehaarpisculo polar, realizando
todas las mediciones paralelas a este, como setrmusms la Fig. 4. (ver anexo
fotografico).

Estas medidas son:

« Diametro total (D total): realizamos la medicion de la longitud total deb@to
incluyendo la zona peldcida.

« Diametro Citoplasma (D citoplasma): utilizando la medicién anterior, como
referencia, medimos la longitud del citoplasmatsmar en cuenta la zona pelucida.

« Diametro Zona Pelucida (D ZP):mediciéon desde la capa externa a la capa interna
de la zona pelucida.

« [Espacio Perivitelino (Esp. Perivitelino): diferencia de los datos obtenidos

anteriormente D total menos D citoplasmay D ZP.

3.5. Diseno Experimental.

Los ovocitos fueron evaluados por microscopiaudeblarizada para detectar la
presencia de proteinas polimerizadas de los miouéd8 que podrian estar formando un
huso meidtico. La presencia de estas proteinaslyhuo se confirmé mediante
inmunocitoquimica. La sefial positiva a la MLP dakd& meiotico se estudié con el
software Oosight para obtener el valor de retaoitoacposible indicador de la densidad
y conformacion de los microtubulos.

También se evalu6 la capacidad del software dedrses Oosight para establecer en
forma automatica el area de medicion de la birrgéncia de la zona pellcida y para

determinar el valor de retardo de la misma. Pomuolt se realizaron mediciones
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morfométricas de cada ovocito. El experimento @dstcuatro replicas.

3.6. Andlisis Estadistico.

Los valores de retardo de los husos meiéticos dfenedte conformacion y de
las zonas pellcida provenientes de ovocitos cometi@s y estadios de maduracion
diferentes, se analizaron mediante ANOVA usandoa&tedimiento GLM del SAS. Se
consider6 que la ANOVA tiene significancia estddéstcuando P<0.05. El andlisis de
correlacion se realiz6 mediante el procedimientocRCorr del SAS y las variables
analizadas fueron: sefial MLP, presencia de protedfianerizada, la morfologia del
huso meidtico mediante inmunocitoquimica, valoreslas medidas morfométricas,

valores de retardo tanto del huso meiético comia dena pellcida.

4. RESULTADOS.

Se evaluaron un total de 62 ovocitos procedergesidtro replicas, encontrando
una sefal positiva a MLP en el 82% de ellos (52/6@) los ovocitos madurados
Vitro y expuestos a MLP, se obtienen valores de retdegdmtre 2.14 y 9.05 nm.

De todos los ovocitos puestos a madurar, un 6086 keMll, a Ml el 14%, a activados

y a GV el 8%, respectivamente. De todos los ovediioe se desarrollan hasta MIl el
89% presentaban una sefial positiva a la MLP (33/35¢ encontré una alta correlacion
positiva entre la respuesta de la microscopia dephllarizada y la presencia de
proteinas de los microtubulos detectada por inmitomdmica (r=0.94425; p <0.001).

Esta correlacion indica que hay una relacion eatreefial de MLP y la presencia de
proteinas polimerizadas del huso meidtico. Asimistados ovocitos en MIl un 76%

(28/37) presentan un huso normal y un 14% (5/3'0) amormal observado mediante
inmunocitoquimica.

Para saber si se podria utilizar la MLP para evdluaonformacion del huso meiotico,
se evalué el indice de retardo medio de los husestitns considerando la

conformacion de los mismos determinada por inmuaguimica. Los resultados se
presentan en la Tabla 2. No se encontraron diferemestadisticas significativas entre
los ovocitos con un huso mei6tico con una conforémaaormal comparado con los que

tenian una conformacion anormal (P>0.4089).
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Tabla 2. indice de Retardo medio del huso meiéticoon respecto a la conformacion huso.

Conformacion del Huso Meiotico IRHM
X+ SEM
Normal 4.42+0.26
Anormal 3.92+0.54

IRHM: indice de retardo del huso meiético medidaen

Se realizaron mediciones morfométricas de los ita@cencontrando un valor
de diametro total del ovocito maximo de 174.65 ascruno minimo de 131.489n y
una media de 148.79m. El diametro citoplasmatico presenta valoreseeb@®2.14um
y 139.32um. La ZP presenta un diametro que se establece emdum y 19.85um.

Se calculd también el espacio perivitelino, enando valores entre 11.56n y 38.24
pm.

Con respecto a las mediciones realizadas en zlnaigha, se logré determinar
que el software del sistema Oosight sdlo pudo kstaben forma automatica el area de
medicion de la birrefringencia de la zona pelldieg. 5. ver anexo fotografico) en un
namero reducido de las ovocitos evaluados (N=22abdjando con esta muestra
reducida y con las limitaciones que esto implicapaalizar los analisis estadisticos, se
encontré una correlacion positiva entre la detecd® la birrefringencia (medida como
valor de retardo) de la zona pelicida y el diaméttal del ovocito (r=0.77252;
p<0.0001). A la vista de los resultados anterioestudiamos la posibilidad de la
existencia de una relacion entre el I.R ZP y engitio total del ovocito, dividiendo los
ovocitos estudiados en dos grupos:

« Grupo 1: Los de un didmetro menor que el valor medio déimgitro de nuestra
muestra (<148.7Am).

« Grupo 2: Los de un diametro mayor que el valor medio dahwditro de nuestra
muestra (>148.748m).

Los resultados se presentan en la Tabla. 3 y deranegue existe una diferencia

estadistica significativa (P<0.05), entre el .Rd&los diametros considerados, siendo

el grupo 2, es decir los ovocitos de diametro totalor de la media, los que tuvieron

un mayor |.R ZP que los del grupo 1 (diametro totahor que la media).
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Tabla 3. Evaluacion del indice de retardo de la z@npelicida con respecto al diametro

total del ovocito

Diametro total _IRZP
(um) X+ SEM
<148.79 6.23+ 0.612
>148.79 8.01+053

2.Pindican diferencias estadisticas significativaso(B5).

IRZP: indice de retardo del huso meiético medidme.

Como se puede observar en la Tabla 4 no se enoomtrdiferencias

significativas entre los estadios de maduraciélosi@vocitos y los valores de I.R ZP.

Tabla 4. Evaluacion del indice de retardo de la z@npellcida en relacion a los estadios de

maduracion del ovocito.

Estadio del ovocito IRZP
X + SEM
Vesicula Germinal 6.14+1.20
Metafase | 7.60+1.04
Metafase Il 7.64+0.63
Ovocito Activado 6.47+1.20

IRZP: indice de retardo del huso meiético medidoen

5. DISCUSION.

El objetivo de este estudio fue evaluar la posladi de usar la MLP para
obtener pardmetros no subjetivos relacionados aocalidad de ovocitos de ovejas
prepuberes obtenidos de matadero y maduriaddisro.

Segun nuestros resultados, la MLP se muestra commoétiodo eficaz para detectar el
huso meidtico en ovocitos ovinos. En el 89% dedegcitos en MIl se detectd una
sefal positiva de MLP. En otras especies la efitéemaria dependiendo de la calidad
de los ovocitos asi como de las caracteristicascesgspecificas, llegando a ser hasta

de un 98.2% en porcino (Caamairio et al., 2011).
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En nuestro estudio, se observo una correlaciontiyosentre la sefial de MLP y la
presencia de proteinas polimerizadas de los mlonttd. Sin embargo, la correlacion
entre la sefal positiva de MLP y una buena confoidmadel huso meiotico observada
mediante inmunocitoquimica, se reduce en comparawid la anterior y ademas el
hecho de que en 5 de los 33 ovocitos que dan uie pesitiva a MLP, el huso
presente una conformacion anormal, hace que nompmslanferir que la MLP sea una
técnica adecuada para determinar la conformaciohude meiotico. Este hecho se
corresponde con los resultados obtenidos por Caaretfal., (2011), en ovocitos
porcinos, en los que concluyen que la MLP no estécica adecuada para distinguir
entre ovocitos con una buena o mala conformacibhus®. Coincidiendo también con
estudios en ovocitos humanos (Cotichio et al., 2004ng et al., 2002; Rienzi et al.,
2004) que aseguran que la MLP en solitario, no @uanos informacion fiable sobre
la conformacion del huso en los ovocitos. Sin egpaen otros estudios realizados en
ovocitos humanos, consideran a la MLP como un neéamilopiado para determinar la
configuracién del huso meiético (Bianchi et al.020Wang et al., 2002; Shen et al.,
2005-2008). Ademas, la deteccion por MLP del hussotito en ovocitos, se ha
relacionado con el desarrollo potencial de los msmn cuanto a su capacidad para
desarrollar un embrién (Trimarchi et al., 2004heuso con el potencial de producir un
embarazo (Kilani et al., 2009; Kilani et al., 200@&daschi et al., 2009).
El valor de retardo se ha propuesto como un indicaeé la conformacion del huso
meidtico, y por lo tanto de la calidad del ovo@toestudios en humano y ratones (Raju
et al., 2007; Kilani et al., 2009). Con los valodesretardo obtenidos en nuestro estudio,
no se encontraron diferencias entre los de losim#&con un huso normal y los que
presentan uno anormal, coincidiendo con los redodtade Caamafno et al., (2011) y
Cotichio et al., (2010). Estos resultados sugiepe® no se podria utilizar el valor del
retardo del huso como un indicador de la conforéradel huso meidtico en ovocitos
de ovejas prepuberes. Teniendo en cuenta todadoi@gmente mencionado, podemos
concluir que los resultados obtenidos sugierenlgudLP es un método eficaz para
detectar la presencia de proteinas polimerizadasoslenicrotiubulos pero no para
diferenciar la buena o mala conformacién del hugswtito en los ovocitos de ovejas
prepuberes.

En cuanto al porcentaje de los ovocitos maduraud&ro que llegaron a Ml
fue del 60%, este resultado esta por debajo deieptaje del 84% observado en

estudios de MIV en ovejas adultas (Guler et alo020de alrededor del 65% en cabras
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prepuberes y del 72% en cabras adultas (Mogaalel997). En ovocitos bovinos el
porcentaje es todavia mayor estando cerca del Bid8ie(nan et al., 2002). Este menor
porcentaje de ovocitos que llegan a MIl, podriaeded a deficiencias en el sistema de
maduracion que se ha utilizado, como también ab tffg animales utilizados
(prepuberes). Sin embargo descartamos que el tdaspe los ovocitos en criotubos
pudiera afectar los resultados ya que se realizaroebas previas para descartar este
factor. Futuros estudios con mayor tamafio de nauggidrian ayudar a mejorar los
indices de maduracion.

El valor de retardo de la zona pellcida se hayssie como un indicador de la
calidad de los ovocitos en humanos. La ZP tieneguaa importancia durante todo el
desarrollo, fertilizacion y la implantacion del emdim (Shen et al., 2005). Durante
nuestro estudio hemos encontrado que hay una acigel positiva entre el diametro
total de los ovocitos y el I.R ZP. Para definir mssamente esta relacion, dividimos, a
los ovocitos que logramos medir el valor de retaitd la ZP, segun su diametro total,
en aquellos que tenian uno mayor al valor medio diénetro total y los que
presentaban un didmetro menor que este valor (248)]. Mediante esta clasificacion
encontramos que los ovocitos con un mayor diantetab tienen un valor de retardo de
la ZP mayor.

Se ha comprobado que el diametro total de los toeis un factor determinante para
el buen funcionamiento de la meiosis y consegeigdi al desarrollo completo del
embridon (Lonergan et al., 1994; Crozet et al., 30@nh estudios desarrollados en
ovocitos de cabras prepuberes (Jiménez-Macedo, &08I6) encontraron una relacion
entre el didmetro de los ovocitos y la fertilizagiéeniendo en cuenta que los de mayor
diametro tenian una tasa mayor de fertilizacionlqaele menor tamafio, asi mismo en
los de mayor tamafio se encontraron una mayor dathde MPF tras las MIV. Por otra
parte, estudios en bovinos (Pujol et al., 2004)ras (Rodriguez- Gonzélez et al., 2004-
2?) y cerdos (Roca et al., 1998) concluyen en geeolocitos con mayor didmetro
producen blastocistos con mayor nimero de céliilasiando en consideracion todos
estos estudios y comparandolos con nuestros rdes|tae podria asumir que en nuestro
estudio los ovocitos con mayor didmetro seriamles tendrian un potencial mayor de
desarrollo. Asimismo, como los de mayor didmettaltson aquellos que tienen un
mayor |.R ZP, serian estos los que tendrian unbapitidad mas alta de desarrollarse
con éxito. En esta misma linea, Mohammadi-Sangcheistet al., (2011), concluye en

su estudio que los ovocitos de equino con mayoZPRtienen una mayor capacidad de
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desarrollo embrionario, pudiendo considerar al ZRR como un buen indicador del
potencial desarrollo de los ovocitos equinos. Denmo modo, Raju et al., (2007) y
Shen et al., (2005) demuestran en ovocitos humaguoes,in indice de retardo de la zona
pellucida >3 nm presenta un mayor tasa de desaadilastocisto y tasa de prefiez en
comparacion con valores del I.LR ZP <2 nm. Sin egiareld et al., (2012), obtienen
resultados que indican que los ovocitos bovinosmenor I.R ZP se corresponden con
aquellos de mayor calidad y mayor porcentaje darda hasta blastocistos. También
los resultados obtenido por Koester et al., (20ihtlican que los cigotos con un menor
LR ZP tienen mayor capacidad para desarrollarssoncluye que el uso de este
parametro es una técnica efectiva para prededaapacidad preimplantatoria de los
embriones bovinos. La divergencia en los resultatee los diversos autores podria
ser debida a diferencias entre las especies arsdéeestructura de su zona pellcida.
Si bien en este trabajo no se ha realizado lalifewtion in Vitro de los ovocitos,
podemos especular que los ovocitos de ovejas peeggille mayor diametro y con un
I.R ZP mayor podrian tener una capacidad de déleasuperior comparado con lo de
menor diametro y menor LR ZP, si bien esta hipstdsberia ser probada realizando
estudios de fertilizaciom Vitro. Hay que tener en cuenta que se ha trabajadorcon u
reducido tamafio de muestra (N=22), ya que el softwiéilizado esta disefiado para
ovocitos humanos y no fue capaz de detectar larZB@os los ovocitos objeto de
nuestro estudio.

Por otra parte, Cheng et al., (2010) en humanoodi&ti que segun va
avanzando el estadio de desarrollo ovocitario mesal I.R ZP, en nuestro estudio no
encontramos ninguna variacion en este valor pudieletberse al tamafio de muestra o
por el propio desarrollo de los ovocitos de ovejapuberes.

Una de las limitaciones de este estudio es qumidomos realizar el proceso de
FIV y CIV, que nos hubiera permitido relacionar t&os obtenidos con parametros de
potencial desarrollo embrionario, pero el escasmpio disponible para la realizacion de

este trabajo lo ha hecho imposible y podria sestolgje futuros estudios.

-22 -



6. CONCLUSIONES.

1. Se ha logrado detectar el huso meidtico por MLPogacitos de ovejas
prepuberes.

2. Segun nuestros datos, la MLP es un método adeqaadoverificar la presencia
de proteinas polimerizadas de los microtibulos pssoseria un método
apropiado para determinar la configuracion del homsadtico en ovocitos de
oveja prepuberes.

3. El valor del retardo del huso meidtico como indmade la conformacion del
huso meidtico de ovocitos en ovejas prepuberes arta sadecuado para
distinguir entre aquellos con una conformacién redronanormal.

4. Se tendria que optimizar el software del Oosigha paejorar la deteccién de la
zona pelucida de los ovocitos de oveja

5. El indice de retardo de la zona pellcida podriaugkzado como indicador de
los ovocitos de mejor calidad y mayor potenciatidsarrollo.

6. Se deberia continuar con esta linea de investigam@ un mayor tamafio de
muestra y combinandolo con FIV, CIV y técnicas paemitan obtener datos de

viabilidad embrionaria.
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ANEXO FOTOGRAFICO

Huso meidtico

Fig. 3. Ovocito de oveja prepuber en metafase HBeokado con (A) microscopia
convencional y (B) microscopia de luz polarizg@aB) Magnificacion original X 200.

Fig. 4. Ovocito de oveja prepuber en MIl medianterascopia convencional, con

medida de diametro total, mediante el software @hdsMagnificacion original X 200.
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Fig. 5. Ovocitos de ovejas prepuberes en metalageniada con microscopia de luz
polarizada donde se observa (A y B) la birrefrirg@mie la zona pelldcida y medicién
de su valor de retardo medio (Mean Retardance))ylaRBleterminacion del valor de

retardo medio del huso meiético (Region d). (A-Bdviificacion original X 200.

-34 -



AGRADECIMIENTOS

A mi tutor del trabajo fin de Master, Dr. D. José Nestor Caamafio Gualdoni por

ayudarme y no perder la paciencia conmigo durantealrealizacion del mismo.

A toda la gente del Serida de Deva, que me han teato como a uno mas y me han

ofrecido su apoyo durante el tiempo que he estaddia

A todos mis compafier@s, por hacer que este intensoirso fuera mucho mas

llevadero.

Al fondo Norte, por todo lo que hemos compartidoanto dentro como fuera del
aula. Espero repetir muchas veces la “Noche de Fer”

En dltimo lugar, pero no por ello menos importante a mis padres que siempre

estan ahi para apoyarme, darme carifio y aguantarme.

Muchisimas Gracias.

-35 -



