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Resumen

Los oocitos son susceptibles a cambios osmolares,
presentando fendmenos que afectan la membrana
plasmatica. Objetivo. Evaluar el efecto de la hipo y
la hiperosmolaridad del medio de cultivo sobre el dia-
metro y la calidad de oocitos madurados in vitro.
Materiales y métodos. Se utilizaron 75 oocitos de
excelente y buena calidad, como medio de control
se emple6 el M 199 suplementado con suero fetal
bovino, 10%, hormona foliculo estimulante (30 ug ) y
hormona luteinizante (30 ug), piruvato, cuya
osmolaridad es 290 mOsm/I (T2). Los oocitos fueron
sometidos a dos concentraciones osmolares: medio
hiperosmaético 497mOsm/L (T1), y medio hiposmético
150mOsm/L (T3), se midi6 el diametro y calidad a
las 0 y 24 horas. Resultados. El diametro de los
oocitos a las 24 horas fue mayor en el T3 (148,7+9.7)
y menor en el T1 (134,6+1.2) con respecto al control
(147.9411.5) (p<0.05.). No se encontrd diferencia
entre el porcentaje de oocitos de excelente y buena
calidad a las 24 horas del tratamiento T1 respecto al
control (56% y 60%) (p>0.05.), pero la calidad en el
T3 fue menor (36%). Conclusiones. El medio
hiperosmotico presenta un mayor detrimento sobre
los oocitos que el medio hiposmotico, posiblemente
porque los oocitos presenten mas mecanismos para
evitar la entrada de agua del medio extracelular, que
para evitar la salida de solutos y agua intracelular.
Se evidencia la necesidad de adoptar medidas rigu-
rosas en el control de calidad de osmolaridad de los
medios de cultivo empleados en los procesos de
maduracion in vitro de oocitos.

Palabras clave: Membrana celular, solutos,
hipertdnico, hipoténico, calidad y diametro de oocitos,
oocitos bovinos

Osmolarity effect on the diameter and the
quality of in vitro matured bovine oocytes

Abstract

Ooocytes are susceptible to osmolar changes, and
show some phenomena that affect the plasma mem-
brane Objective. To evaluate the effect of hypo and
hyperosmolarity from the culture’s environment on
the diameter and the quality of in vitro matured oo-
cytes. Materials and methods. 75 oocytes of excel-
lent and good quality were use in the study. As a con-
trol the M 199 was used, suplemented with 10 % of
FCS, 30 pg of FSH and 30 pg of LH (290 mOsm/I
T2). The oocytes were evaluated under two osmolar
concentrations: Hyperosmotic media, 497mOsm/L
(T1), and hyposmotic media 150mOsm/L (T3). The
diameter and the quality were measured at 0 hours
and after 24 hours. Results. The oocyte diameter at
24 hours was bigger in the T3 (148,7+9.7) and smaller
in the T1 (134,6+1.2). Regarding the control
(147.9+11.5) (p <0.05.), no difference was found be-
tween the percentage of excellent and good quality
oocytes after 24 hours of treatment T1 in comparison
to the control (56 % and 60 %) (p> 0.05.), but the
quality in the T3 was lower (36 %). Conclusions. It
was demonstrated that the hyperosmotic media had
a bigger detrimental effect on the oocytes than the
hyposmotic media. Itis possible that the oocytes show
more mechanisms to avoid the water flow into the
cytoplasm than to avoid the exit of solutes and water
flow towards the outside. The necessity to adopt rig-
orous measurements in the quality control of osmo-
larity for the culture mediums used in the processes
of in vitro maturation for oocytes, is evident.

Key words: Cell membrane, solutes, hypertonic,
hypotonic.
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Efeito da osmolaridad, sobre o diametro e a
gualidade de oocitos bovinos madurados in
vitro.

Resumo

Os oocitos sdo susceptiveis a mudangas osmolares,
apresentando fendmenos que afetam a membrana
plasmatica. Objetivo. Avaliar o efeito da solugo e a
hiperosmolaridad do meio de cultivo sobre o diame-
tro e a qualidade de oocitos madurados in vitro. Ma-
teriais e métodos. Utilizaram-se 75 oocitos de ex-
celente e boa qualidade, como médio controle se
utilizou o M 199 suplementado com SFB 10%, FSH
(30 ug ) e LH (30 pg), piruvato, cuja osmolaridad é
290 mOsm/I (T2). Os oocitos foram submetidos a
duas concentragdes osmolares: meio hiperosmético
497mOsm/L (T1), e meio hiposmodtico 150mOsm/L
(T3), mediu-se o diametro e qualidade as 0 e 24 ho-
ras. Resultados. O didmetro dos oocitos as 24 ho-

ras foi maior no T3 (148,7+9.7) e menor no T1
(134,6+1.2) com respeito ao controle (147.9+11.5)
(p<0.05.) ndo se encontrou diferenca entre a per-
centagem de oocitos de excelente e boa qualidade
as 24 horas do tratamento T1 com respeito ao con-
trole (56% e 60%) (p>0.05.), mas a qualidade no T3
foi menor (36%). Conclusfes. Demonstra-se que o
meio hiperosmético apresenta maior efeito
detrimental sobre os oocitos do que o meio
hiposmotico, possivelmente os oocitos apresentem
mas mecanismos para evitar a entrada de agua do
meio extracelular que para evitar a saida de solutos
e agua intracelular. Se evidéncia a necessidade de
adotar medidas rigorosas no controle de qualidade
de osmolaridad dos meios de cultivo empregados
nos processos de maturagdo in vitro de oocitos.

Palavras chaves. Membrana celular, solutos,
hiperténico, hipotonico.

Introduccioén

Desde sus inicios en los afios 70 hasta la actua-
lidad, los medios de cultivo empleados en la pro-
duccién de embriones in vitro han presentado
pocas variaciones. El M-199 ha sido el medio
mas utilizado en los protocolos de maduracion
de oocitos y en muchos laboratorios es rutinario
preparar in situ estos medios, lo que puede au-
mentar el riesgo de variabilidad en la repeticion
de los ensayos experimentales realizados en
esta areal. El parametro convencionalmente
evaluado en los medios preparados es el pH,
omitiendo la medicion de la osmolaridad, la cual
afecta directamente la calidad de los procesos?.
La célula es un sistema semi-abierto, delimita-
do por una membrana plasmatica de caracter
semipermeable, que regula el paso de agua y
de moléculas quimicamente definidas, los pro-
cesos fisioldgicos y las interacciones de la célu-
la con su entorno suceden en un medio acuoso.
La membrana plasmatica es una bicapa lipidica
gue mantiene las diferencias del espacio
citosélico y el ambiente extracelular; el flujo de
sustancias se da en mayor grado por canales y
transportadores, que presentan especificidad y
son regulados por multiples vias?.

Las células eucariontes poseen diversos proce-
sos de difusiéon simple para controlar cambios
en la osmolaridad; en particular, la habilidad de
la célula para adaptarse a cambios osmoticos

en su ambiente, depende de la actividad de la
membrana, la cual es capaz de intercambiar
solutos, segun las necesidades, para equilibrar
concentraciones en sus respectivos espacios*.

Las particulas cargadas (iones) no atraviesan
la bicapa fosfolipidica debido al caracter hidro-
fobo en su parte interna. Algunas moléculas po-
lares, como el agua y la urea, son suficiente-
mente pequefias para atravesarla. Las molécu-
las de tamafio reducido, grandes o de tamafio
moderado que son liposolubles, pasan facilmen-
te a través de la membrana. Moléculas como
azlcares, (monosacaridos), amino-acidos,
nucledésidos y otros polimetros como las protei-
nas, polisacaridos, y acidos nucleicos, tampoco
son capaces de atravesar la membrana. Esta
dinamica entre soluto y solvente celular genera
respuestas filolégicas compensatorias®.

La relacion entre el nimero de osmoles (solutos
en dilucién) y el solvente se conoce como
osmolaridad; ésta juega un papel fundamental
en el mantenimiento de la homeostasis regulan-
do el paso a través de la membrana entre el
medio intra y extracelular®.

La alteracion de la osmolaridad es un factor de
estrés celular que afecta el balance idnico e
hidrico. El modelo de lisis y crenacién en el
eritron muestra que la célula responde de dife-
rentes maneras a las variaciones de osmo-
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laridad, dependiendo del caracter del cambio;
en medios hiposmaticos, pierde solutos y acu-
mula agua al tiempo que aumenta el volumen'y
provoca el cese de procesos metabdlicos y
muerte celular (lisis)®, mientras que, en medios
hiperosmaticos se deshidrata, incrementando la
concentracion de sales intracelulares y reducien-
do el volumen celular (crenacion)’. Estos cam-
bios generan alteraciones metabdlicas y
morfolégicas de los oocitos®, aunque no hay re-
portes que demuestren la presentacion de es-
tos fendmenos ante el estrés osmdético.

Una propiedad importante de los medios de cul-
tivo, empleados en modelos celulares in vitro,
es la osmolaridad. En 1950 Morgan y colabora-
dores® reportaron la necesidad de crear un me-
dio nutricionalmente definido para el cultivo ce-
lular. En sus experimentos se realizaron diferen-
tes combinaciones de vitaminas, amino-acidos
y otros factores de crecimiento, hasta desarro-
llar un medio denominado M-199, utilizado tra-
dicionalmente en los protocolos convencionales,
para la maduracién de oocitos bovinos, dentro
de los procesos de produccion de embriones in
vitro®. Estudios recientes han mostrado que la
capacidad de desarrollo de los oocitos bovinos,
puede estar afectada por el tamafio y calidad
del foliculo 1, ya que el fluido folicular tiene
una composiciéon bioquimica altamente comple-
ja, que aporta los nutrientes necesarios para que
el oocito realice las modificaciones
citoplasmaticas, nucleares y epigenéticas carac-
teristicas de su proceso de maduracién, que
determina la competencia para alcanzar el
estadio de blastocisto*?.

El éxito en la produccion de embriones in vitro
depende, en gran medida, de la adopcién de
buenas practicas de laboratorio, dentro de las
cuales, el control de calidad de los medios de
cultivo es un componente fundamental, al igual
gue la manipulacién de los oocitos!. Procedi-
mientos inadecuados en el transporte de ova-
rios, la aspiracion folicular, el almacenamiento
de los oocitos, la preparacion de los medios de
cultivo (incluyendo el control de osmolaridad),
la regulacion del tiempo para los procedimien-
tos, entre otros, son factores determinantes en
el éxito del proceso de la fertilizacion in vitro, el
cual se refleja en la obtencion de embriones via-
blest.
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El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de las variaciones de osmolaridad del medio,
sobre parametros de calidad de oocitos bovinos
madurados in vitro, comparandolo con el mode-
lo de lisis y crenacion del eritron.

Materiales y métodos

Los oocitos fueron obtenidos de ovarios prove-
nientes de la planta de beneficio local y el trans-
porte, hasta el laboratorio, se realizd6 en solu-
cién salina fisiolégica 0.9% Corpaul®, a una tem-
peratura de 37.5°C.

La aspiracion folicular se realiz6 con agujas ca-
libre 18 y el liquido fue recolectado en un tubo
conico de 50 ml Falcom® a 37.5 °C, posterior-
mente, el volumen folicular fue sometido a Vortex
por 10 segundos, para remover las células del
cumulus y se dejé decantar en incubadora a 37.5
°C, 5% CO, en aire y humedad > de 90% por 20
minutos.

Se seleccionaron 75 oocitos calidad 1 (excelen-
te) y 2 (bueno) (ooplasma homogéneo, zona
pelicida integra, homogénea y circular segin
los criterios de Nagano, 2007)*2, Los oocitos fue-
ron cultivados de forma independiente, en go-
tas de 10 pl de medio de maduracion bajo acei-
te mineral, en cajas de petri de 35 mm (5 por
cada caja y 25 por tratamiento). Posteriormen-
te, las cajas se introdujeron en incubadora a 37.5
°C, 5% de CO, en aire y humedad > de 90%
durante 24 horas.

Disefio experimental. Se aplicaron tres trata-
mientos (T1, T2, T3), usando como medio base
M-199. El medio de maduracién estandar fue
preparado suplementando el M-199, con 10%
de Suero Fetal Bovino (SFB), 100 pl de solucion
comercial de Penicilina-Estreptomicina, 30 ug
Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y 30 ug
Hormona Luteinizante (LH).

Los medios (T1, T2 y T3) fueron preparados en
cabina de flujo laminar, homogenizados y
estabilizados en incubadora a 37.5 °C, 5% CO,
en aire y humedad > de 90% durante 3 horas, la
osmolaridad fue medida utilizando un
osmometro (Micro osmometer type 5B/13-fusion
point, Roebling, Germany).



Tratamiento 1: M 199 + 0.5 gr de glucosa 95%
(8.38 mM final). Osmolaridad final 497 mOms/L
(Hipertonico).

Tratamiento 2: (Control) M 199 estandar comer-
cial. (5.6mM final de glucosa). Osmolaridad fi-
nal 290 mOms/L (Isotdnico).

Tratamiento 3: M 199 + agua destilada
(Corpadl). (2.8 mM final de glucosa).
Osmolaridad final 150 mOms/L (Hipotonico).

Sé organizaron de forma aleatoria 15 cajas Petri
(Falcom® 35x10mm) 5 gotas por caja, 10ul por
gota inmersas en aceite mineral.

Las variables registradas fueron: 1) diametro
medido en micras (um) y 2) calidad, clasificada
por criterios morfolégicos de 1 a 5 (1, excelente;
2, bueno; 3, aceptable; 4, regular; 5, malo) usan-
do los criterios de Nagano 2007*2. Ambas varia-
bles se evaluaron alahora Oy alas 24 horas de
cultivo por medio de un estereoscopio Nikon Sm
2800, acoplado a una camara Moticam 2300 M
Pixel USB 2.0.

Los medios y reactivos empleados fueron mar-
ca Gibco® excepto el aceite mineral y las
gonadotropinas FSH y LH de Sigma®.

Para el analisis se emple6 un disefio de clasifi-
cacion experimental completamente aleatori-
zado, efecto fijo balanceado. Donde se aplica-
ron pruebas de comparacién por el método de
Tukey con base en un nivel de significancia del

5%. De igual forma, se hizo el analisis descripti-
vo exploratorio de tipo unidimensional; cuyo ob-
jetivo fue establecer el promedio aritmético, des-
viacion tipica y coeficiente de variacion para cada
periodo de evaluacién por tratamiento. Se utili-
z6 el programa SAS version 9.1.

Resultados

Efecto de la osmolaridad sobre el diametro
de los oocitos.

Al evaluar la variable diametro en la hora 0 no
se encontrd diferencia estadistica entre trata-
mientos (p>0.05); debido a que todos los oocitos
seleccionados para el experimento debian cum-
plir con caracteristicas de calidad 1y 2, con un
diametro promedio de 143um. A las 24 horas,
se encontré diferencia estadistica en el efecto
promedio de los tratamientos (p<0.05) con res-
peto al hiperosmético siendo el didmetro de este
menor que en los medios iso e hipotdnico, con
respecto a la solucién hiposmoética, los oocitos
sometidos a este tratamiento presentaron ten-
dencia a un leve aumento en su diametro, res-
pecto a los oocitos en el control (isosmaotico T2)
(Tabla 1) (Figura 1).

El andlisis conjunto a través de la evaluacion,
permitié detectar la relacion entre el periodo de
evaluacion y el efecto del tratamiento (p<0.05);
de igual forma, se encontr6 diferencia entre los
tratamientos, tal como se comento, a la hora 24.

Tabla 1. Efecto de la osmolaridad sobre el diametro de oocitos madurados
in vitro, los datos estan expresados en um.

Tratamiento Media * std CcVv
0 Horas T1 Hiperosmotico 142,5+ 0,32 a 0,53
T2 Isosmdtico 145,1+9,87 a 6,8
T3 Hiposmaético 141,1+123a 8,7
24 Horas T1 Hiperosmético 134,6 £13,2a 9,8
T2 Isosmdético 1479+115a 7,8
T3 Hiposmotico 148,7 £ 9,7 a 6,5
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Figura 1. Efecto de la osmolaridad sobre el diametro de oocitos madurados in vitro.
T1 (Hiperténico), T2 (Isotdnico), T3 (Hipotdnico).

Efecto de la osmolaridad sobre lacalidad de
los oocitos.

No se encontr6 efecto de la osmolaridad sobre
la calidad a la hora cero, ni a las 24 horas. Aun-
gue no se observo diferencia estadistica signifi-
cativa (p>0.05), se present6 una tendencia de
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mino que el porcentaje de oocitos que se califi-
c6 entre excelente y bueno fue el 56% para el
T1,60% parael T2y 36% Para el T3. (Figura 2).
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Figura 2. Distribucién de datos categoéricos para la calidad de oocitos a0y 24 horas
en los tres tratamientos, los datos entre las columnas indican el % de oocitos en cada categoria.
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Figura 3. Efecto de la osmolaridad sobre el didmetro y la calidad
de oocitos bovinos madurados in vitro.

Las imagenes presentadas fueron tomadas di-
rectamente durante la medicién con equipo
Moticam 2300 M Pixel USB 2.0. A: oocito 24
horas T3, B: Oocito 24 horas T1. En ambos ca-
sos se observa ooplasma oscuro.

Discusioén

Aun cuando el oocito cuenta con mecanismos
moleculares propios y barreras externas como
las células de la granulosa, que lo protegen ante
cambios fuertes de osmolaridad?, estos pueden
tener variaciones en tamafio y en calidad de-
pendiendo de varios factores como: especie,
raza, diametro y tipo de foliculo. Ademas se sabe
que la maduracién nuclear y citoplasmatica en
mamiferos es, en gran medida, dependiente de
la osmolaridad del medio®®.

El diametro del oocito puede verse alterado por
las variaciones de osmolaridad del liquido
folicular, que es dependiente del diametro
folicular'4, esto es acorde a nuestros resultados,
ya que la variacion de la osmolaridad del medio
de maduracién, afect6 el didmetro a las 24 ho-
ras de cultivo. Desde el punto de vista fisiol6gi-
co, esto se ha explicado por las variaciones en
las concentraciones hormonales en el liquido
folicular; la produccion de estrégenos por parte
del foliculo es dependiente del tamafio del mis-
mo, ya que cuando el tamafio folicular empieza
a aumentar, se incrementa la tasa mit6tica de
las células de la teca interna, externa y de la
granulosa; lo que se traduce en un aumento de

los esteroides gonadales. Sin embargo, en nues-
tro experimento las concentraciones hormona-
les de los tratamientos fueron constantes y aun
asi ocurrieron cambios de diametro, lo que se-
fala que no son las hormonas las completas
responsables de este fenémeno.

Cuando los oocitos son retirados del ambiente
folicular, son puestos en condiciones distintas
que inducen cambios en sus mecanismos bio-
l6gicos de compensaciont. Las células tienen
un mecanismo por el cual son capaces de regu-
lar variaciones osmolares de su medio intra o
extracelular; sin embargo presentan un limite de
tolerancia osmotica tanto para hiper, como para
hiposmolaridad, el cual una vez es superado, la
célula detiene sus procesos metabdlicos y no
es capaz de realizar osmoregulacién. En la hi-
potesis se planted que los oocitos podrian tener
la misma reaccidn de lisis o crenacién que el
eritrén, o podrian presentar cambios en el dia-
metro que pudieran interpretarse como entrada
o salida de agua a través de membrana?®, sin
embargo, no hubo variaciones ni de calidad ni
de diametro a la hora cero, lo cual indica que la
resistencia a los cambios osmaticos del oocito,
es diferente a la del eritrén, el cual sufre los fe-
noémenos de lisis y crenacion pocos segundos
después de ser sometidos a medios hipo o
hiperosméticos.

Una posible explicacion para estos resultados,
se relaciona con reportes previos donde se han
estudiado dos canales de membrana relaciona-
dos con el balance hidrico: los transportadores
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sodio-glucosa (SGLT) y los transportadores es-
pecificos de glucosa (GLUT). En los primeros,
los fendmenos de cotransporte son dependien-
tes de sodio, el cual debe estar presente para
permitir el ingreso conjunto con la glucosa; en
los segundos, los fenédmenos son independien-
tes de sodio, ya que el canal trasportador pre-
senta una afinidad especifica por glucosa. Una
vez activado el SGLT, el agua puede pasar de
forma libre hacia el espacio intracelular o
extracelular, obedeciendo a un gradiente espe-
cifico el cual puede inducir la entrada o salida
de agua del oocito®. El SGLT es capaz de mo-
ver mas cantidad de agua entre el espacio intra
y extracelular, ya que cuando el canal es activa-
do, pasa un ion de sodio, una molécula de glu-
cosa y 264 moléculas de agua!”'®. Zeuthen 'y
Stein proponen un modelo para el transportador
GLUT2, el cual realiza un cotransporte especifi-
co con el agua. Como los medios utilizados en
el presente estudio tuvieron variaciones en la
concentracion de glucosa, este principio podria
explicar en gran medida la entrada y salida de
agua del oocito®®. Los cambios osmolares en los
medios de maduracion, pueden ser uno de los
factores mas criticos en este proceso, ya que
los oocitos estan sometidos a estrés fisico, qui-
mico y molecular. Esto podria traducirse en una
baja proporcion de oocitos madurados y via-
bles®. La direccion del movimiento del agua
depende de factores como: numero de trans-
portadores disponibles, nimero de transporta-
dores activados, carga eléctrica generada por
los ibnes osméticamente activos, osmolaridad y
la presion ejercida sobre la membrana celular.
Este conjunto de factores desencadena la res-
puesta celular, que regula el movimiento del
agua, iénes y solutos en general, tratando de
mantener en equilibrio la presion a nivel
membranal. Cuando el estrés osmético supera
el umbral de tolerancia, el oocito activa la cas-
cada de apoptosis®. La via de MAP (proteina
activada por mitbgenos) se activa como respues-
ta a cambios osmolares en el medio y es un ele-
mento clave para sefales de transduccion origi-
nadas en la superficie de la membrana nuclear®.
Para la activacion de MAP se requiere de las
MAP Kinasas, que en el oocito cumplen funcio-
nes importantes como: proliferacién celular, di-
ferenciacion y apoptosis. Los oocitos del T1
(hiperosmolar) presentaron una disminucion del
diametro a la hora 24, pero la variable calidad
no tuvo diferencia estadistica (p>0.05). A pesar
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de esto, se vio una tendencia marcada de es-
tos oocitos a tener un ooplasma oscuro a la hora
24 (Figura 4). En este grupo, la pérdida de agua
del espacio intracelular (290mOsm/L) al
extracelular, obedeci6 a una mayor osmolaridad
externa (497 mOsm/L), este fendmeno fue po-
siblemente mediado por la activaciéon del SGLT
y GLT2, obedeciendo al exceso de glucosa del
medio extracelular (8.38 mM), aumentando la
actividad de estos transportadores y dirigiendo
el flujo de agua hacia el espacio extracelular.
Otra posible explicacion, es la activaciéon de la
bomba sodio hidrogenién para contrarrestar la
salida del agua, lo cual explicaria en parte la
perdida de calidad de los oocitos por acidifica-
cién del microclima extracelular'®, El cambio
més drastico de calidad se evidencié en el T3
(hipotonico), posiblemente porque al realizar la
dilucion para lograr la hiposmolaridad, también
se diluyeron los nutrientes necesarios para las
funciones normales de los oocitos. Se sabe que
medios pobres en solutos o glucosa, pueden
disminuir la expresion de las proteinas transpor-
tadoras especificas en membrana SGLTy GLT2,
disminuyendo la probabilidad del flujo agua en
el oocito. Este mecanismo puede ser compen-
satorio ante un medio adverso, bajo en
osmolaridad. Aunque el T2 era isosmolar, hubo
un aumento del diametro de los oocitos (2.8 um),
esto sugiere que durante el proceso de madu-
racion los oocitos pueden crecer, ya que el me-
dio brinda las concentraciones de solutos nece-
sarios, para favorecer los procesos metabdlicos.

Conclusiones

Las alteraciones del equilibrio osmético, en los
medios de maduracion de oocitos destinados
para la produccion de embriones in-vitro, pue-
den generar cambios en el diametro y la cali-
dad. Los medios hipotdnicos tienen el mayor
efecto adverso sobre la calidad de los oocitos,
no solo por su bajo contenido de nutrientes, sino
también, porque la relacién agua solutos es alta.
Los medios hiperténicos con alta concentracion
de glucosa, causan amplias variaciones en el
diametro y la calidad de los oocitos, lo que po-
dria sugerir eventualmente que la activacion de
estos canales (SGLT y GLT2), favorecen el flujo
de agua sujeto a la alta concentracion osmolar
a nivel extracelular.



La osmolaridad final de los medios, es un
parametro que requiere rigurosidad en su con-
trol, ya que se podria inducir la incompetencia
de los oocitos para su posterior uso en proce-
sos de reproduccion asistida.

Se sugiere, para posteriores investigaciones,
evaluar la tasa de fertilizacién, clivaje y cinética
de desarrollo embrionario temprano y estudiar
las rutas mediadas por los canales (SGLT y
GLT2).
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