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Introduccién

1. INTRODUCCION

En los ltimos afos, la biotecnologia de la reproduccion en los animales domésticos
ha experimentado un gran crecimiento, aportando nuevas técnicas que han repercutido en
el desarrollo de innovadoras vias de investigacion en el campo de la medicina humana, asi
como de la industria animal. La biotecnologia de la reproduccion incluye un conjunto muy
diverso de técnicas, entre las que se encuentran: inseminacion artificial (IA), transferencia
de embriones, crioconservacion de gametos y embriones, citometria de flujo para el sexaje
de espermatozoides, produccion in vitro de embriones (PIV), transferencia nuclear y
microinyeccion de construcciones de ADN. Algunas de estas tecnologias, como es el caso
de la IA, estan ampliamente implantadas en porcino; sin embargo, el desarrollo de nuevas
tecnologias de la reproduccion en porcino esta todavia retrasado respecto al bovino, a pesar
del tremendo progreso que ha experimentado en estos ultimos afios (Niemann y Rath,

2001).

Debido a las semejanzas fisiologicas que comparte con los humanos, el cerdo se
considera la especie de eleccion como potencial donante xendgrafo y como productor de
proteinas de interés farmacéutico secretadas por la leche de animales transgénicos,
obtenidos mediante microinyeccion de ADN en el pronucleo del zigoto. Ademas,
recientemente se ha conseguido clonar con éxito cerdos producidos por transferencia del
nucleo de células somaticas de animales adultos al citoplasma de ovocitos maduros
(Polejaeva et al., 2000). Debido a que las técnicas de produccion de cerdos clonados y
transgénicos requieren ovocitos maduros y zigotos, respectivamente, existe un creciente
interés en la produccion de ovocitos maduros y embriones porcinos a gran escala, mediante
técnicas de maduraciéon y fecundacion in vitro (MIV/FIV), con el fin de ser empleados en

el campo de la investigacion basica y biomédica.

La recogida de embriones de animales donantes es costosa tanto en tiempo como en
dinero, y con ella se obtiene un nimero reducido de embriones. Por esta razon, se hace
necesario conseguir una fuente alternativa que permita la obtencion de ovocitos maduros y
embriones a gran escala y con bajo coste, y poder asi seguir avanzando en el desarrollo de

la biotecnologia de la reproduccion. Esta via alternativa pasaria por el uso y la



Introduccién

optimizacion de las técnicas de produccion in vitro, empleando ovarios de matadero como

la fuente mas econdmica para generar ovocitos maduros y embriones.

Por otra parte, el sector porcino, caracterizado por un alto nivel tecnoldgico, supone
un porcentaje muy importante de la actividad agraria europea. Este mercado tan
competitivo ha impulsado un gran proceso de modernizacion del sector, optimizando todos
los recursos y factores que intervienen en la produccién porcina. Estas importantes
transformaciones en los sistemas de produccion intensiva, hacen a la industria porcina muy
receptiva al uso de las nuevas tecnologias de la reproduccion, de modo que se puedan
reducir costes y se incremente la eficacia en la produccion. En un futuro se podria llegar a
disefiar genéticamente, gracias a la tecnologia transgénica, las caracteristicas productivas
del animal, de modo que se contara con cerdos con un crecimiento mas rapido, menor
cantidad de grasa en la canal, mejores indices de conversibn o mayor resistencia a

enfermedades.

Por lo tanto, el interés que despierta la tecnologia de la reproduccion, tanto en el
area de la medicina como en la industria porcina, aumenta el afan por el desarrollo de
nuevas tecnologias asi como la puesta en marcha de las existentes. Uno de los avances
tecnologicos que mas rapidamente se han desarrollado en esta década ha sido la
produccion in vitro (PIV) de embriones porcinos. Se han puesto a punto los procedimientos
necesarios para la produccion a gran escala de embriones: obtencion de ovocitos recogidos

de matadero, maduracion (MIV) y fecundacion (FIV) en el laboratorio.

Este éxito en la PIV, que conlleva la disponibilidad de embriones sin necesidad su
recogida quirurgica en cerdas, ha estimulado la investigacion en otras areas. Ademas, la
disponibilidad de estos recursos permitird la investigacion de los factores que controlan el
desarrollo embrionario temprano, y asi evitar las grandes pérdidas econdmicas debidas a

las altas tasas de mortalidad embrionaria temprana en la especie porcina.

Fue hace poco mas de una década (Mattioli et al.,, 1989), cuando se consiguid
obtener blastocistos a partir de ovocitos porcinos madurados y fecundados in vitro, con
establecimiento de gestaciones y nacimiento de crias vivas. A partir de ese momento, se ha

ido modificando la técnica de produccion in vitro y, en los ultimos afios se han logrado
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progresos considerables en el desarrollo de los procedimientos de MIV, FIV y cultivo
embrionario. Sin embargo, son necesarias mejoras adicionales que maximicen la
produccion de embriones, ya que en la actualidad el rendimiento final de la técnica no

supera el 42% de blastocistos (Abeydeera et al., 1998c).

La produccion in vitro de embriones abarca tres fases principales: maduracion,
fecundacion y desarrollo embrionario. La maduracion del ovocito, dividida en maduracion
nuclear y citoplasmatica, hace referencia a todos los cambios nucleares, citoplasmaticos y
de membrana que sufre el ovocito, con el fin de prepararse para ser fecundado con éxito y
desarrollarse posteriormente. Inicialmente, aunque la maduracion nuclear se alcanzo sin
dificultad, habia dos problemas que obstaculizaban el éxito de la técnica: el bajo porcentaje
de formacion de pronucleo masculino y la alta incidencia de penetraciones poliespérmicas
tras la fecundacion in vitro (Day et al., 2000a; Niwa, 1993; Funahashi y Day, 1997). La
baja formaciéon de pronucleo masculino se ha atribuido a una inadecuada maduracion
citoplasmatica (Niwa, 1993; Nagai, 1994; Mattioli et al., 1988a), debido a que las
condiciones iniciales de maduracién no eran las Optimas. En los ultimos afios, la
maduracion citoplasmatica se ha mejorado mediante modificaciones en el sistema de MIV,
que han incrementado la formacién del prontcleo masculino. Sin embargo, la poliespermia
continta siendo el principal problema sin resolver en la produccion in vitro de embriones
porcinos; aunque no esta claro si se debe a unas condiciones suboptimas en la MIV, en la

FIV o en ambas.

Ademés de tratar de resolver el problema de la poliespermia, los futuros trabajos se
deben centrar en mejorar la capacidad de desarrollo embrionario y la calidad de los
embriones porcinos. En la actualidad se dispone de sistemas de cultivo de embriones
capaces de superar el bloqueo de 4 células y soportar el desarrollo embrionario hasta el
estadio de blastocisto. Sin embargo, la morfologia y el nimero de células de los

blastocistos producidos in vitro son inferiores comparados con sus homoélogos in vivo.

Aunque los sistemas de produccion in vitro disponibles son aptos para la
generacion de embriones porcinos, su produccion a gran escala topa con muchas
dificultades, siendo las principales: 1) la ineficacia de las técnicas de maduracion y

fecundacion in vitro, 2) la baja capacidad de desarrollo de los embriones producidos in
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vitro, y 3) las condiciones suboptimas de cultivo embrionario. Por lo tanto, todavia se ha de
perfeccionar el sistema in vitro, tratando de hacer especial énfasis en los puntos

anteriormente citados, de modo que se incremente la eficacia de la produccion.

Tras lo anteriormente expuesto, el presente trabajo se ha planteado con el objetivo
principal de optimizar el sistema de produccion in vitro de embriones porcinos, y para ello

se pretende:

1. Estudiar el efecto de modificaciones en el medio de maduracién sobre la

maduracion citoplasmatica de los ovocitos y sobre el desarrollo embrionario,

2. Estudiar el efecto de la modificacion de diferentes factores que influyen sobre la
fecundacion in vitro, tales como el medio de fecundacion, la concentracion
espermatica y el sistema de cocultivo espermatozoides-ovocito, con el fin de

reducir la incidencia de fecundaciones poliespérmicas,

3. Estudiar el efecto de modificaciones tanto en el medio como en el volumen de
cultivo de los embriones sobre la capacidad de desarrollo embrionario hasta el

estadio de blastocisto,

4. Y finalmente, lograr una mejora global en el rendimiento de la técnica de
produccion in vitro establecida en nuestro laboratorio, gracias al conjunto de las

modificaciones incorporadas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

El disefio de un sistema de produccion in vitro de embriones precisa de un
conocimiento previo de los sucesos que acontecen en el proceso de fecundacion in vivo 'y
de las condiciones ambientales a las que van a estar sometidos los gametos masculino y
femenino dentro del aparato reproductor de la hembra en las diferentes fases de dicho
proceso. Como apuntd Yanagimachi (1988): “la madre naturaleza ha hecho su trabajo
durante millones de afios, mientras que nosotros hemos comenzado a imitarla hace muy

poco; por lo tanto, hay muchas cosas que aiin debemos aprender de ella”.

2.1. FISIOLOGIA DE LA FECUNDACION PORCINA
2.1.1. El ovocito
2.1.1.1. Ovogénesis

Durante el desarrollo fetal, las células germinales primordiales del ovario van a
sufrir un proceso de diferenciacion. Primero se transforman en ovogonias por sucesivas
divisiones mitdticas, las cuales dan lugar a los ovocitos primarios al iniciarse la primera

divisién meiotica.

La meiosis es un tipo de division celular exclusiva de las células germinales
(ovogonias y espermatogonias) y su objetivo es doble: la reduccion a un numero haploide
de cromosomas y la recombinacion de la informacién genética (Polanski y Kubiak, 1999).
Antes de sufrir la meiosis, las células germinales replican su ADN y contienen en ese
momento 4 copias de ADN y un nimero 2n de cromosomas, como cualquier célula
diploide; mientras que entre las dos divisiones meioticas la replicacion de ADN queda
suprimida, lo que asegura que los gametos resultantes sean haploides. La meiosis consiste
en dos divisiones: en la primera, las dos cé€lulas hijas pasan a tener In cromosomas y 2
copias de ADN; y en la segunda, las 2 células resultantes contienen 1n cromosomas y

lcopia de ADN. Asi, con la meiosis se obtienen 4 células hijas haploides y genéticamente
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diferentes, en el caso del macho; mientras que en la hembra so6lo da lugar a una célula,
pues las dos divisiones meidticas son asimétricas, y en cada una se forman una célula
grande y otra pequefia abortiva (corpusculo polar). De este modo, se minimiza la pérdida
de productos almacenados en el ovocito, necesarios para el posterior desarrollo

embrionario temprano.

En las hembras, toda la poblacion de ovocitos entra en meiosis sincronicamente en
la vida fetal. La primera division meidtica progresa hasta que el ovocito alcanza el estadio
de diplotene difuso de la profase I (estado dictiato), donde se produce la primera detencion
de la meiosis, justo antes o poco después del nacimiento. A partir de este momento, el
ovocito comienza a ser rodeado por células pregranulosas, las cuales forman una
membrana basal alrededor de ellas, quedando formado el compartimento folicular. La
primera parada de la meiosis se mantiene hasta momentos antes de la ovulacion o de la
atresia folicular (Tsafriri et al.,, 1983), y es importante para asegurar que el ovocito
disponga de tiempo suficiente para crecer antes de la fecundacion, de modo que sea capaz

de mantener el proceso de la embriogénesis.

Esta interrupcion se mantiene mediante un sistema de control multiple en el que
estan implicados el adenosil monofosfato ciclico (AMPc) (Schultz, 1991; Mattioli, 1994;
Dekel, 1999), la hipoxantina (Stromstedt y Byskov, 1999; Dekel, 1999) y el factor
inhibidor de la maduracién del ovocito (Dekel, 1999), entre otros factores (Thibault et al.,
1987), y cuya finalidad es mantener inactivo al factor promotor de la maduracion (MPF).
Se ha comprobado que el MPF es un regulador universal (desde las levaduras hasta el
hombre) de la transicion de la fase G2 a metafase tanto en la mitosis como en la meiosis,
por lo que se ha propuesto llamarle factor promotor de la metafase, manteniendo las
mismas siglas. El MPF (Dekel, 1996) esté constituido por una proteinkinasa (p34°d°2) y una
ciclina. Aunque no estd muy claro el mecanismo por el que el AMPc regula la detencion
meidtica, parece ser que su accion en el ovocito viene mediada por la proteinkinasa A que,
a través de una cascada de reacciones bioquimicas no conocidas, previene la

4cd02

defosforilacion de la proteinkinasa p3 , manteniendo al MPF en un estado inactivo

(Dekel, 1999)
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En este estadio, los ovocitos se caracterizan por tener un nucleo prominente,
denominado vesicula germinal (VG) (Franchi ef al., 1962), y por estar rodeados por una
capa de células epiteliales (foliculares), lisas no proliferativas, conocidas como células
pregranulosas, que ejercen un efecto inhibidor sobre la meiosis y el crecimiento folicular.
En el momento del nacimiento, la mayoria de los ovocitos han alcanzado este estadio y se
encuentran formando los foliculos primordiales, siendo la unica fuente de gametos

femeninos en el animal sexualmente maduro.

2.1.1.2. Crecimiento del foliculo y del ovocito

El ovocito y el foliculo sufren un periodo de crecimiento, que se caracteriza por ser
una fase de intensa sintesis proteica y de almacenamiento de macromoléculas (Moor et al.,
1990). El foliculo primordial se transforma en foliculo primario, donde el ovocito esta
rodeado por una capa unilaminar de células granulosas cuboides, derivadas de las
pregranulosas. En el foliculo primario se produce un aumento del volumen del ovocito, sin
division celular del mismo, y una hiperplasia e hipertrofia de las células de la granulosa,
dando lugar al foliculo secundario (un foliculo preantral multilaminar). En el ratéon se ha
identificado un factor de diferenciacion del crecimiento, conocido como GDF-9, necesario
en el inicio del crecimiento folicular al estimular la multiplicacion de las células de la
granulosa, y que solamente se expresa en el ovocito (Stromstedt y Byskov, 1999; Dong et
al., 1996). El crecimiento folicular va acompanado de la formacion de una capa de células

de la teca vascularizada alrededor de la membrana basal.

Al alcanzar las células de la granulosa un niimero elevado, y en respuesta a la FSH,
se forma la cavidad antral repleta de fluido folicular (Canipari, 1994). Tras la formacién
del antro, las células de la granulosa se diferencian en dos subpoblaciones: por una parte,
las células de la granulosa que revisten la pared del foliculo y forman un epitelio
estratificado en contacto con la ldmina basal; y por otra, las células del cumulus oophorus
que forman varias capas de células cilindricas alrededor del ovocito (Canipari, 1994).
Cuando el foliculo ha formado la cavidad antral, pasa a llamarse foliculo terciario, antral o

de Graaf, y alcanza un didmetro aproximado de 2,2 mm (Motlik et al., 1984).
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El crecimiento del ovocito va unido a un aumento en el niumero de organulos
citoplasmaticas, como mitocondrias, aparato de Golgi y ribosomas, y a la formacion de los
granulos corticales a partir del complejo de Golgi (Stromstedt y Byskov, 1999). Toda esta
maquinaria celular, indicativa de una elevada actividad metabolica, permite la sintesis y
almacenamiento de ARN, proteinas y enzimas y, en las ultimas etapas del crecimiento, el
desarrollo de la red de microtiibulos y filamentos. También durante la fase de crecimiento
se forma la zona pelicida (ZP), una cubierta extracelular glicoproteica que rodea a los
ovocitos mamiferos. La capa de células del cimulus mas proxima a la ZP se conoce con el

nombre de corona radiata.

En esta etapa de crecimiento se van a establecer unas comunicaciones entre el
ovocito y las células del cimulus, mediante unos procesos citoplasmaticos de las células de
la corona radiata que cruzan la ZP y conectan con el oolema, conocidos como uniones tipo
gap (Gilula et al., 1978). Las células de la granulosa también se interconectan mediante
uniones tipo gap (Albertini y Anderson, 1974). Este entramado de uniones intercelulares
posibilita el intercambio de moléculas entre el ovocito, las células de la granulosa y la
circulacion sanguinea, con una finalidad nutritiva y reguladora, constituyendo el proceso
de “cooperacion metabolica” (Canipari, 1994). Las células somaticas proporcionan
nucleodsidos, aminodcidos y fosfolipidos, ademas de mantener un balance idnico y una
estabilidad en el ARNm en los ovocitos (Hunter, 2000). Esta cooperacion es bidireccional,
de modo que los ovocitos porcinos secretan un factor de expansion del cumulus (Nagyova
et al., 1997), ademas de un(os) factor(es) soluble(s) que regula(n) la esteroidogénesis de las
células del cimulus (Coskun et al., 1995), suprime(n) la luteinizacion y promueve(n) la
proliferaciéon de células de la granulosa en cultivo (Brankin et al., 1999). No se han
identificado estos factores solubles, aunque entre los candidatos estarian varios factores de

crecimiento, incluido el GDF-9.

Los foliculos dominantes seran seleccionados de entre los foliculos antrales para
continuar su crecimiento (Stromstedt y Byskov, 1999). La seleccion de los foliculos que
produciran ovocitos maduros listos para ovular en cada ciclo estral estd determinada por la
expresion de receptores para la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo
estimulante (FSH) en sus células de la granulosa (Espey, 1999). Por ejemplo, en los

foliculos antrales pequenos, cuyas células de la granulosa no poseen receptores para la LH,
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la reanudacién de la meiosis inducida por esta gonadotropina no se podra producir; por lo
tanto, los foliculos seleccionados deberan disponer de estos receptores. Los receptores para
la FSH, solo presentes en la hembra en las células de la granulosa, aumentan de nimero en
la fase de crecimiento (Stromstedt y Byskov, 1999). Al actuar sobre las células de la
granulosa, la FSH va a desencadenar la expresion de una bateria de genes que codifican
factores de crecimiento, enzimas y proteinas involucradas en la esteroidogénesis y péptidos
que regulan la liberacion de gonadotropinas; los cuales se van a sintetizar y acumular en el
fluido folicular (Stromstedt y Byskov, 1999). Ademas las células de la teca, estimuladas
por la LH, van a sintetizar androgenos que, posteriormente, seran transformados en

estradiol por las células de la granulosa (Stromstedt y Byskov, 1999).

Los foliculos dominantes tienen un mayor nimero de receptores para la FSH y son
mas sensibles a ella que el resto de foliculos antrales, por lo que van producir grandes
cantidades de estradiol e inhibina. El estradiol y la inhibina van a regular negativamente la
secrecion de FSH y, al disminuir su concentracion, los foliculos menos sensibles a la FSH

degeneran, sufriendo el proceso de atresia (Stromstedt y Byskov, 1999).

Justo después del pico preovulatorio de LH, los foliculos seleccionados comienzan
una rapida expansion como resultado de la acumulacion de fluido folicular en el antro. Las
altas concentraciones de gonadotropinas en el fluido folicular cambian el patron de sintesis
de esteroides de las células de la granulosa y la teca (Espey, 1999), y preparan al ovocito

para la reanudacion de la meiosis y la maduracion.

2.1.1.3. Maduracion del ovocito

La maduracién del ovocito, dividida en maduracion nuclear y citoplasmatica, hace
referencia a todos los cambios nucleares, citoplasmaticos y de membrana que sufre el
ovocito, con el fin de prepararse para ser fecundado con ¢xito y desarrollarse

posteriormente.
El estimulo que desencadena el inicio de la maduracion del ovocito es el aumento

preovulatorio en los niveles de gonadotropinas, en especial de LH. Ademdas de la

reanudacion de la meiosis, el pico de la LH desencadena otras transformaciones dentro del

11
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foliculo, como alteraciones en la esteroidogénesis folicular y cambios en el complejo
cumulus-ovocito (COCs) (Moor et al., 1990; Motlik et al., 1986). La respuesta inmediata
de las células de la granulosa a la interaccion con la LH es la activacion de la adenilato

ciclasa y la generacion de AMPc.

Por tanto, la reanudaciéon de la meiosis viene precedida por un aumento en el
AMPc; lo que parece estar en contradiccidon con su actuacion en el manteniendo del
bloqueo meidtico en el ovocito. La explicacion es que el AMPc desempefia un papel doble
en la regulacién de la meiosis. Los niveles basales de AMPc producidos por las células
somaticas en los foliculos antrales pequeiios son transferidos de manera continua al
ovocito, a través de las uniones tipo gap, para mantenerlo en la parada meiotica, pues el
ovocito no es capaz de producir AMPc a los niveles necesarios. Sin embargo, a partir de la
formacién de receptores para la LH en las células del camulus y granulosa del grupo de
foliculos dominantes, éstos pueden responder al pico preovulatorio de la LH produciendo
grandes cantidades de AMPc. Las elevadas concentraciones de AMPc en los foliculos
dominantes median en la accion de la LH sobre la conexina 43, una proteina que forma
parte de las uniones tipo gap ovaricas. Mediante reacciones de fosforilacion/
defosforilacion, se producen cambios en la conformaciéon de la conexina 43 que inducen
una inmediata reduccion de las comunicaciones intercelulares en dichos foliculos y, por
tanto, en la cooperacion metabdlica entre sus células (Gilula et al., 1978; Séller y Schultz,
1980). Este fenomeno, conocido como expansion o mucificacion del camulus (Eppig,
1979), se produce 16 horas después del pico de gonadotropinas. Bajo esas condiciones, el
flujo de AMPc desde las células del camulus hacia el ovocito desciende por debajo del
umbral requerido para inhibir la activacion del factor promotor de la maduracion (o de la
metafase) (MPF) y el ovocito reanuda la meiosis (Dekel, 1999). Esto explica porqué se
produce una reanudacion espontanea de la meiosis al extraer los ovocitos de los foliculos y
cultivarlos in vitro, incluso en ausencia de hormonas, como consecuencia del rapido
deterioro de la integridad morfoldgica de las células foliculares (Moor y Crosby, 1987) que

conlleva una disminucion en el flujo de AMPc hacia el ovocito (Motlik ef al., 1986).
La maduracion nuclear comienza tras la reanudacion de la meiosis. El paso de VG a

metafase II (MII) conlleva: la disolucién de la membrana nuclear conocida como “rotura

de la vesicula germinal”, la formacion del huso meidtico y la condensacion de la cromatina

12
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en cromosomas homologos que se alinean en el huso, alcanzando entonces el estadio de
metafase [; para continuar con la segregacion de los dos grupos de cromosomas
homologos, dando lugar a la extrusion del primer corplsculo polar (CP) y al paso del
ovocito al estadio de MII. La maduracion nuclear finaliza cuando el ovocito completa la
primera division meiotica con la formacion del primer CP, alcanzando el estadio de MII,
unas 36-40 horas después del pico de LH (Hunter, 1988), tras lo cual se produce la segunda

detencion de la meiosis.

El MPF en forma activa es necesario para la rotura de la VG, la condensacion de la
cromatina, y su actividad alcanza un pico en metafase I y II, para decrecer en anafase [ y II
(KiKuchi et al., 1995), lo que indica que su inactivacion también es necesaria para esta
progresion. Por otra parte, la reorganizacion de los microtibulos y la apropiada orientacion
del huso durante la MI parece estar mediada por las MAP kinasas (MAPK), cuya actividad
también esta inhibida de algin modo por el AMPc y aumenta con la reanudacion de la
meiosis. A diferencia del MPF, la actividad de las MAPK permanece elevada en los

estadios de anafase.

La maduracién citoplasmatica, en cambio, es un término mas amplio que abarca
una serie de acontecimientos no directamente relacionados con la progresion de la meiosis
pero que preparan al ovocito para la fecundacion y el desarrollo embrionario posteriores

(Abeydeera, 2002).

En el citoplasma del ovocito se produce una redistribucion de las mitocondrias y de
los granulos corticales (GC) (Thibault ef al., 1987; Cran, 1985). Tras la rotura de la VG,
las mitocondrias migran para situarse en una posicion perinuclear durante la maduracion
(Thibault et al., 1987; Cran, 1985), siendo este movimiento mitocondrial necesario para la
progresion de la maduracion (Moor et al., 1990). Los GC son un tipo especial de lisosomas
primarios, formados a partir del complejo de Golgi y del reticulo endoplésmico,
compuestos por glicoproteinas y enzimas hidroliticas. Los GC migran hacia la periferia del
ovocito, aumentan de niimero al final del periodo de maduracion (Cran, 1985) y se situan
debajo de la membrana plasmatica formando una monocapa (Crang y Cheng, 1986);

circunstancia que serd fundamental para el bloqueo de la poliespermia.
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Ademas, la maduracion citoplasmatica implica una reprogramacion de la sintesis
proteica. Parte del ARNm que habia sido almacenado durante la fase de crecimiento
comienza a transcribirse, sintetizandose nuevas proteinas que seran esenciales en la
progresion de la meiosis, la regulacion de la penetracion espermatica y la descondensacion
de la cabeza del espermatozoide (Moor et al., 1990). Entre estas proteinas, el factor de
crecimiento del prontcleo masculino, que sera esencial para la formacion del prontcleo

masculino tras la penetracion del espermatozoide.

2.1.1.4. Ovulacion

El pico preovulatorio de LH, inducido por el estradiol producido por los foliculos
preovulatorios, desencadena finalmente la ovulacion (Stromstedt y Byskov, 1999). La LH
también estimula la luteinizacion de las células de la pared de los foliculos ovulados, es
decir su transformacion de productoras de estrogenos a productoras de progesterona, que
sera la principal hormona esteroidea producida por el cuerpo luteo tras la ovulacion

(Geisert, 1999).

En la especie porcina, la ovulacion suele tener lugar 30-40 horas después del inicio
del estro, tomando el pico preovulatorio de LH como dia 0 del ciclo estral, y durade 1 a 3
horas (Geisert, 1999). Sin embargo, segun otros autores (Du Mesnil Du Buisson, et al.,
1970) el comienzo de la ovulacién es posterior (38-42 h), debido a que tanto el inicio como
la duracién de la ovulacion pueden variar ampliamente (Flowers y Esbenshade, 1993). Los
foliculos preovulatorios tienen un tamafio de 7 a 11 mm de didmetro y, momentos antes de
la ovulacidn, sus tensas paredes se vuelven pendulantes y flacidas como consecuencia de
una disminucion de la presion intrafolicular y los complejos cimulus-ovocito (COCs) se
desligan de la pared folicular (Hunter, 1967; Hunter, 1988). El numero de ovocitos
liberados durante la ovulacion es variable, oscilando entre 10 y 24 (Geisert, 1999); y se
encuentran en estadio de MII con el primer CP separado y rodeados por las células del

cumulus y por liquido folicular viscoso.
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2.1.2. El espermatozoide

En los mamiferos, el espermatozoide es la unica célula disefiada para abandonar el
organismo y asi poder completar su funcidon bioldgica de union al ovocito maduro durante
la fecundacion, formando el zigoto. Muchos de sus rasgos fisicos y bioquimicos han
evolucionado de modo que se asegure el paso a través del tracto reproductivo masculino y
femenino, la proteccion del ADN de la cabeza espermatica durante este transito, la
penetracion de las envolturas del ovocito, y la fusién con la membrana plasmatica del

ovocito.

Las especiales caracteristicas presentes en el espermatozoide incluyen: un genoma
haploide, un contenido de ADN nuclear altamente condensado y transcripcionalmente
inactivo, proteinas nucleares especificas (protaminas en sustitucion de las histonas)
relacionadas con la compactacion de este material genético, un compartimento acrosomal
con enzimas hidroliticas localizado en la parte anterior de la cabeza espermatica y de vital
importancia en la fecundacion, un axonema equipado para proporcionar movilidad con
caracteristicas estructurales no vistas en los flagelos de otras células eucariotas o
procariotas, y una membrana plasmatica que presenta una polaridad extrema en la

distribucion de sus proteinas y lipidos (Millette, 1999).

De este modo, el espermatozoide queda estructurado en cabeza y cola. La cabeza,
que en el caso del cerdo es de forma oval, contiene el acrosoma y el nicleo; mientras que
la cola, dividida en cuello, pieza intermedia y pieza principal, contiene el axonema y una
funda de mitocondrias localizada en la porcion intermedia rodeando al axonema (Robl y

Fissore, 1999).

2.1.2.1. Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso de transformacion gradual desde célula germinal
hasta espermatozoide y consta de tres fases: proliferacion, division reductora (o meiosis) y
diferenciacion (o espermiogenesis). La espermatogénesis tiene lugar en los tubulos
seminiferos de los testiculos, cuyo epitelio consta de dos tipos de células: las células

germinales y las células somaticas o de Sertoli (Hess, 1999). A diferencia de los ovocitos,
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los espermatozoides son producidos a partir de la pubertad y durante el resto de la vida, en

la mayoria de los machos (Robl y Fissore, 1999).

En la fase de proliferacion, las células germinales masculinas se transforman en
espermatogonias por sucesivas divisiones mitoticas. En la fase de meiosis, las
espermatogonias sufren dos divisiones meiodticas que, como se explicé en el apartado
2.1.1.1, son simétricas y dan lugar a 4 células hijas haploides y genéticamente diferentes,
dos de ellas portadoras del cromosoma sexual X y las otras dos del Y, llamadas
espermatidas. Finalmente, las espermatidas sufren una fase prolongada de diferenciacion,
conocida como espermiogénesis, en la que experimentan un conjunto de modificaciones

que les llevan a convertirse en una célula altamente especializada, el espermatozoide.

Durante esta metamorfosis celular, los principales cambios estructurales que sufre
la espermatida son: elongacion del nicleo y condensacion de la cromatina, formacion del
acrosoma a partir del aparato de Golgi, formacién de una larga cola que contiene el
axonema (formado a partir del complejo centriolar) y mitocondrias en su region
intermedia, y pérdida del contenido citoplasmatico no necesario (Hess, 1999; Oko y
Clermont, 1999). Una vez completado el proceso, los espermatozoides son liberados a la

luz del tabulo seminifero (Robl y Fissore, 1999).

2.1.2.2. Maduracién final del espermatozoide

2.1.2.2.1. Epididimo

Los espermatozoides abandonan el testiculo y pasan a través del epididimo hasta el
conducto deferente. Los espermatozoides testiculares, aunque ya transformados en células
altamente especializadas, no son todavia capaces de fecundar, sino que ain deben
experimentar una maduracion final, que va a tener lugar durante su transporte a través del
epipidimo. A lo largo de su trayecto por el epididimo, se producen una serie de
transformaciones en el espermatozoide que le otorgan la capacidad de interaccionar con los
gametos femeninos y fecundarlos (Yanagimachi: 1988, 1994). Este proceso se conoce

como “maduracion epididimaria”.
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Uno de los principales cambios que experimenta el espermatozoide es el desarrollo
de la capacidad de movimiento progresivo; ya que al abandonar el testiculo, los
espermatozoides presentan una movilidad nula o muy débil, debido, en parte, a una falta de
maduracion de su membrana plasmatica (Yanagimachi, 1994). Durante la maduracién
epididimaria, los lipidos de la membrana de los espermatozoides sufren diferentes
alteraciones fisicas y quimicas (Wolf et al., 1988), y se producen cambios en el patron de
distribucion de las proteinas intramembranosas (glicoproteinas) (Suzuki, 1990). Asimismo,
se altera la distribucion de los antigenos de la membrana acrosomal externa (Phillips et al.,
1991), que podria preparar al espermatozoide para la posterior fusion entre la membrana
acrosomal externa y la plasmatica que tendrd lugar durante la reaccion acrosdmica

(Yanagimachi, 1994).

El epididimo presenta una elevado nivel de sintesis de colesterol, que es transferido
a la membrana espermatica (Suzuki, 1990); por lo que se ha sugerido que el colesterol sea
una de las moléculas claves en la alteracion de las caracteristicas de la mebrana plasmatica
de los espermatozoides durante su maduracion (Parks y Hammerstedt, 1985). La
estabilizacion de la membrana por el colesterol puede ser beneficiosa para el transporte de
los espermatozoides a través de los diferentes, y a menudo hostiles, microambientes dentro

del tracto femenino antes de alcanzar al ovocito (Yanagimachi, 1994).

Algunos espermatozoides alcanzan su capacidad fecundante mucho antes (o en una
region mas proximal del epididimo) que otros; aunque es en la cola del epididimo, el
principal reservorio de espermatozoides, donde la gran mayoria de ellos adquiere su
completa capacidad fecundante (Yanagimachi, 1994). En el cerdo, el transporte de los
espermatozoides por el epididimo dura 10 dias, pudiendo permanecer de 4 a 7 dias

almacenados en la cola del epididimo antes de ser eyaculados (Geisert, 1999).
2.1.2.2.2. Eyaculacion
Durante la eyaculacion, los espermatozoides entran en contacto con las secreciones
de las glandulas accesorias del aparato genital masculino, que constituyen el plasma

seminal. El semen eliminado por la uretra consiste, por tanto, en una suspension de

espermatozoides en plasma seminal.
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En este proceso, los espermatozoides entran en contacto con unos factores
decapacitantes presentes en el plasma seminal. Estos factores, conocidos como factores de
decapacitacion o estabilizadores del acrosoma, se presentan en el espermatozoide en forma
de glicoproteinas de superficie. Los factores estabilizadores del acrosoma evitan la
capacitacion prematura de los espermatozoides, de modo que éstos no adquieran la
capacidad fecundante final mientras migran por el tracto genital femenino, antes de haber

llegado al lugar donde se llevara a cabo la fecundacion (Topfer-Petersen ef al., 1995).

La eyaculacion del verraco se produce en tres fases o fracciones: una fraccion
preespermatica, clara y constituida por plasma seminal libre o pobre en espermatozoides;
seguida por una fraccidn rica o espermatica, de apariencia cremosa debido a su elevada
concentracion espermatica; y una fraccion pobre o postespermatica, de color blanquecino o
transparente, compuesta por plasma seminal y una baja concentracion de espermatozoides.
Durante la eyaculacion, sobretodo al final, se secretan unos corpusculos gelatinosos o
“tapioca” procedentes de las glandulas de Cowper, que van a formar un tapon para sellar el
cérvix de la hembra, evitando en la monta natural el reflujo del voluminoso eyaculado del

verraco (200-300 mL, aproximadamente) (Geisert, 1999).

2.1.3. El oviducto

El oviducto de los mamiferos proporciona el microambiente necesario para la
captura, transporte y maduracion de los ovocitos ovulados; el transporte, almacenamiento y
capacitacion de los espermatozoides; la fecundacion y; finalmente, las primeras divisiones
del embrion (Hunter, 1988). Este microambiente apropiado se debe tanto a las

caracteristicas especiales de la superficie celular del oviducto como al fluido oviductal.

2.1.3.1. Anatomia e histologia del oviducto

El oviducto se divide anatdomicamente en tres segmentos principales: el

infundibulo, la ampolla y el istmo. El infundibulo termina en unas fimbrias que conectan

con el ovario para facilitar la captura del ovocito en el momento de la ovulacion y esta
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abierto hacia la cavidad peritoneal por el ostium tubdrico. El istmo conecta con el ttero a

través de la union utero tubarica (UUT) (Beck y Boots, 1974).

La arquitectura histoldgica del oviducto es muy sencilla, con una mucosa no
glandular (endosalpinx), cubierta por un epitelio pseudoestratificado de revestimiento
compuesto por células ciliadas y no ciliadas (o secretoras); dos capas de musculo liso, una
externa longitudinal y wuna interna circular (miosalpinx); y una cubierta serosa

(mesosalpinx) que se contintia con la serosa peritoneal (Rodriguez-Martinez et al., 1985).

El espesor de las capas mucosa y muscular no es homogéneo a lo largo del
oviducto. Mientras que el grosor de la capa muscular interna disminuye hacia la zona del
ostium, los pliegues longitudinales de la capa mucosa adquieren mayor complejidad,
formando incluso pliegues secundarios y terciarios. También varia la proporcion de células
ciliadas y secretoras a lo largo del oviducto, siendo en las fimbrias y el infundibulo mas
abundantes las células ciliadas, y disminuyendo a la vez que se incrementan las células
secretoras hacia el istmo (Hafez, 1972; Leese, 1983). Esta especial distribucion determina
la presencia de compartimentos en la superficie del oviducto con caracteristicas
especificas, que proporcionan el ambiente ideal para soportar los procesos reproductivos

que van a tener lugar (Boatman, 1997).

2.1.3.2. Fluido oviductal

El fluido oviductal (FO) esta constituido principalmente por una mezcla compleja
de sustancias derivadas del plasma sanguineo, a través de trasudacion selectiva, y de
proteinas oviductales especificas (Beier, 1974; Harper, 1988; Leese, 1988). El FO esta
compuesto por proteinas, enzimas, aminoacidos, compuestos energéticos, hormonas y
electrolitos (Romar, 2001). La composicion del FO varia en las distintas fases del ciclo
ovarico. Estas variaciones estdn controladas por las hormonas ovéricas esteroides (Cox y
Leese, 1997). También se observan variaciones en las caracteristicas fisicoquimicas del
FO, tales como el volumen, pH, osmolaridad, etc. Ademads, la composiciéon y
caracteristicas del FO no son homogéneas en todo el oviducto, sino que varian segin la

region, constituyendo diferentes microambientes (Biggers y Borland, 1976).
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2.1.3.3. Transporte del ovocito

En el momento de la ovulacion, el extremo fimbriado del oviducto abraza al ovario,
capturando el contenido de los foliculos ovulados, es decir, los ovocitos rodeados por un
espeso agrupamiento de células del ciimulus (Hunter, 1989) y con una pequefia cantidad de
fluido folicular viscoso. Los ovocitos se disponen en la ampolla oviductal, donde se
forman agregados entre los COCs. De ahi son transportados hacia el lugar de la
fecundacion, en la unién ampular istmica, proceso que dura unos 30-45 minutos (Hunter,

1989).

En el transporte de los ovocitos intervienen las ondas de contraccion peristaltica del
miosalpinx, el continuo batido hacia el utero de los cilios que revisten la ampolla y los
movimientos del mesosalpinx (Hunter, 1989). Durante el transporte de los ovocitos, parece
que se produce una maduracion final del ovocito secundario debido al cambio de

microambiente que experimenta al pasar del foliculo al oviducto (Hunter, 1989).

En el oviducto los ovocitos se denudan, es decir, pierden el revestimiento de células
del cumulus mediante la propia accion mecanica y por la acciéon enzimatica de la
hialuronidasa de las cabezas de los espermatozoides (Harper, 1988). Los ovocitos
permanecen en el lugar de la fecundacion durante 24-48 horas y aquéllos que han sido
fecundados pasan al utero en estadio de embriones de 4 células (Harper, 1989), mientras
que los no fecundados degeneran en el utero por reblandecimiento y degeneracion de la

zona pelucida.

2.1.3.4. Transporte del espermatozoide

El transporte de los espermatozoides a través del tracto genital femenino se divide
en tres etapas: 1%) un rapido transporte transuterino inmediatamente después de la
deposicion del semen, 2%) la colonizacion de un reservorio de espermatozoides en la UUT
y en el inicio del istmo (Hunter, 1995), y 3%) una lenta liberacion de espermatozoides desde
el reservorio hacia el lugar de la fecundacion, en la unién ampular istmica, en relacién con

la ovulacion (Barrat y Cooke, 1991).
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De los miles de millones de espermatozoides depositados en la cerda durante la
cubricion o IA, sélo de cien a doscientos mil colonizan el reservorio de la UUT en 1-2
horas (Hunter, 1984). En ¢él, los espermatozoides contactan con los cilios por su region
apical (Rodriguez-Martinez et al., 1990; Mburu et al., 1997), permaneciendo la mayoria de
ellos viables (Mburu ef al., 1997). La detencion de los espermatozoides en el reservorio se
ve favorecida por la presencia de una gran cantidad de secreciones mucosas muy viscosas
(Rodriguez-Martinez et al., 1998a), ricas en mucopolisacaridos y glicoproteinas
especificas, unido a la reduccion de la luz del oviducto en la UUT y el istmo provocada por
el edema de la lamina propia (Hunter, 1984). Ademas, parece que existe una union
selectiva de espermatozoides al epitelio (Mburu et al., 1997), teniendo mayor afinidad
aquéllos no capacitados (Fazelli et al., 1999). Mientras los espermatozoides permanecen en
el reservorio, se produce una disminucion de su metabolismo, y por tanto de su movilidad,

debido a las especiales condiciones fisico-quimicas que se dan en este lugar (Smith, 1998).

Las funciones que va a desempeiar el reservorio espermatico son las de: prevenir la
poliespermia, gracias a la retencion de espermatozoides que evita que un nimero elevado
llegue a la zona de fecundacidon; y modular la capacitacion espermatica, mediante un
mecanismo de retraso (Smith, 1998). Queda por determinar si el retraso de la capacitacion
es debido a las secreciones intraluminales y/o a la union de los espermatozoides a la

membrana apical de las células epiteliales del istmo (Murray y Smith, 1997).

2.1.4. Fecundacion in vivo

2.1.4.1. Capacitacion espermatica

La capacitacion espermadtica se podria definir como una serie de fendmenos que se
producen en los espermatozoides durante el paso de éstos a través del tracto genital
femenino, y son: desestabilizacion de la membrana plasmatica, hiperactivacion
espermatica y reaccion acrosomica. En el cerdo, el espermatozoide necesita entre 5 y 6
horas en el interior del tracto genital femenino para adquirir la capacidad de penetrar al

ovocito (Polge, 1978).
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Las tasas de capacitacion in vivo son menores antes que después de la ovulacion
(Smith y Yanagimachi, 1989) y varian segin el segmento oviductal (Hunter et al., 1998).
Los glicosaminoglicanos (GAGs) presentes en el fluido oviductal, como la heparina o el
acido hialurénico, estimulan la capacitacion espermatica de un modo dosis-dependiente
(Lee et al., 1985). Los niveles de GAGs varian durante el ciclo sexual de la hembra
(Rodriguez-Martinez et al., 1998a), aumentando de manera significativa desde el final del
proestro y siendo maximos durante la fase preovulatoria del estro, para disminuir

posteriormente.

Este incremento en los niveles de GAGs previo a la ovulacion causa la disociacion
de glicoproteinas de superficie del espermatozoide (Oliphant y Eng, 1981), entre ellas la de
los factores de decapacitacion o estabilizadores del acrosoma adquiridos durante la
eyaculacion. La pérdida de dichos factores induce unos fendmenos de reorganizacion y
modificacion de moléculas de la superficie de la membrana plasmatica del espermatozoide,
que incluyen la eliminacién de colesterol y de proteinas epididimales y del plasma seminal
(Harrison, 1996; Visconti et al., 1999), y la difusion lipidica (Wolfe et al., 1998) con

aparicion de fosfolipidos fusigénicos en la region acrosomal (Snider y Clegg, 1975).

Todo ello va a dar lugar a una modulacion de la fluidez de la membrana
espermatica, con aparicion de zonas de alta fluidez pobres en proteinas; y a una serie de
cambios en la permeabilidad iénica de la misma, ocasionando un aumento del pH
intracelular. Esta alcalinizacion intracitoplasmatica provoca la apertura de los canales de
Ca®"y la consiguiente entrada masiva de este cation (Topfer-Petersen e al., 2000), que va

a ser esencial para el inicio de la reaccion acrosémica.

2.1.4.1.1. Hiperactivacion espermatica

La capacitacion va asociada a cambios en los patrones de movilidad del
espermatozoide (hiperactivacion). DeMott y Suarez (1991, 1992) observaron en el raton
que la hiperactivacion facilitaba la liberacion de los espermatozoides retenidos en los
reservorios de su union al epitelio oviductal y el desplazamiento a través del medio viscoso
presente en la luz del istmo. En porcino, del total de espermatozoides presentes en el

reservorio, s6lo unos pocos miles alcanzan la region inicial del istmo y, finalmente s6lo un
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pequetio numero llega al lugar de la fecundacion (Mburu et al., 1997), minimizando de
este modo la poliespermia (Hunter, 1991) y asegurando un numero adecuado de

espermatozoides fértiles en el lugar y momento de la fecundacion.

2.1.4.1.2. Paso del espermatozoide a través del cimulus

Los ovocitos recién ovulados estan rodeados por unas cubiertas, la zona pelucida
(ZP) y el cumulus, que el espermatozoide debe atravesar antes de penetrar al ovocito. El
cumulus, que recubre a la ZP, estd presente en el momento de la fecundacion en la mayoria
de mamiferos (a excepcion de algunos ungulados como la oveja y la vaca) (Hunter, 1988).
Esté constituido por las células del cumulus y por una matriz extracelular, cuyo principal
componente es el acido hialurdnico que se inserta a la ZP por su region fenestrada exterior

(Talbot y DiCarlantonio, 1984).

Los espermatozoides deben estar capacitados y con el acrosoma intacto para
atravesar el cimulus, pues se ha observado en varias especies (Austin, 1960; Myles y
Primakoff, 1997) que aquéllos no capacitados y los que ya han sufrido la reaccion
acrosdmica, aunque pueden unirse a la superficie de las células del cimulus, no pueden
atravesarlo. Este hecho es contradictorio con la creencia inicial que suponia que el
espermatozoide utilizaria las enzimas hidroliticas de su acrosoma, liberadas tras la reaccion

acrosOmica, para digerir el acido hialurénico de la matriz extracelular del cimulus.

Recientemente se ha estudiado una proteina de superficie del espermatozoide,
denominada PH-20 (Myles y Primakoff, 1997); la cual, gracias a su actividad hialuronidasa
es capaz de hidrolizar el acido hialurénico y permitir al espermatozoide atravesar la densa
capa de células del cumulus, ayudado por su movimiento hiperactivo. Ademas, se ha
observado in vitro que las células expandidas del cimulus de ovocitos maduros mejoran la
movilidad del espermozoide (Wang et al., 1994). Asi se explica como los espermatozoides

capacitados y con el acrosoma intacto son capaces de atravesar el caumulus.
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2.1.4.1.3. Union a la zona pelicida: union primaria y secundaria

La zona pelucida (ZP) esta presente en los ovocitos de todos los mamiferos en el
momento de la fecundacion y va a desempefiar unas funciones bésicas en dicho proceso,
tales como la unidn del espermatozoide (Sacco et al., 1984), la induccién de la reaccion
acrosomica (Berger et al., 1989), el bloqueo de la poliespermia (Braden et al., 1954) y la
proteccion frente a fecundaciones interespecificas (Stromstedt y Byskov, 1999); ademas de
desempefar una funcion protectora del ovocito y del embrion temprano (Stromstedt y

Byskov, 1999).

La ZP es una cubierta glicoproteica, espesa y elastica, que rodea al ovocito. En la
ZP porcina se han identificado cuatro familias de glicoproteinas: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4,
con distintos pesos moleculares (Sacco et al., 1986) y diferente distribucion (Hedrick y
Wardrip, 1982). Estas glicoproteinas estdn altamente glicosiladas, lo que es muy
importante para conferirle a la ZP sus funciones bioldgicas especificas (Kopf, 1999). La
composicion y las caracteristicas de la ZP parecen ser muy diferentes in vivo e in vitro

(Romar, 2001), lo cual podria influir en la eficacia de la FIV.

Se ha observado que, tras la ovulacion, la composicion de la ZP se modifica por la
adicion de unas proteinas sintetizadas por el epitelio oviductal, conocidas como
“oviductinas” (Robitalle et al., 1988). La sintesis y secrecion de algunas de ellas esta
controlada hormonalmente, siendo especificas de distintas fases del ciclo estral (Buhi et
al., 1989). Buhi et al. (1993) identificaron 3 glicoproteinas estrogeno-dependientes en la
ZP, el espacio perivitelino y la membrana plasmatica de los ovocitos porcinos. La adhesion
a la ZP de estas oviductinas podria modificar los sitios de union del espermatozoide,

influyendo en el reconocimiento e union de los gametos masculino y femenino.

Antes de atravesarla, el espermatozoide se ha de unir a la ZP del ovocito, unién
mediada por la interaccion entre moléculas con gran afinidad presentes en la superficie de
ambos gametos. Los espermatozoides que no son capaces de reconocer y unirse a las
glicoproteinas de la ZP o responder a la ZP sufriendo la reaccién acrosémica no

fecundaran al ovocito (Topfer-Petersen et al., 2000). En la unién primaria del
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espermatozoide a la ZP, anterior a la reaccion acrosomica (RA), estd involucrada la
glicoproteina espermatica ZP3; mientras que en la union secundaria, que acontece tras la
RA, intervienen la glicoproteina ZP2 y la proteina PH-20 (Bleil y Wassarman, 1983;
Myles y Primakoff, 1997). El papel que tiene la uniéon secundaria dentro del proceso de la
fecundacion es desconocido (Myles y Primakoff, 1997) y, hasta la fecha, parece ser que el

papel que desempefia la ZP1 es solamente estructural (Kopf, 1999).

2.1.4.1.4. Reaccidn acrosdmica

En los mamiferos, los espermatozoides deben experimentar la reaccion acrosémica
(RA) para atravesar la ZP del ovocito (Yanagimachi, 1981). El acrosoma es un granulo de
gran tamaflo que contiene enzimas en forma de zimogeno, fundamentalmente
hialuronidasa, y que se encuentra situado en la region apical de la cabeza del

espermatozoide, bajo su membrana plasmatica.

Se ha comprobado que el cumulus expandido (Mattioli et al., 1998) y la ZP (Berger
et al., 1989) de los ovocitos porcinos contienen algunos factores capaces de inducir la RA
en los espermatozoides capacitados de verraco. Recientemente, se ha demostrado que la ZP
del raton estimula el aumento en la actividad de la adenilato ciclasa del espermatozoide,
dando lugar a un aumento en la concentracion intracelular del AMPc (Kopf, 1999). Esta
elevacion del AMPc precede a la RA, lo que sugiere que el AMPc pueda estar involucrado
en la ruta de senales que lleva a la exocitosis del contenido acrosomal. Se sabe que el
AMPc estd implicado en reacciones de fosforilacion de proteinas espermaticas, en las que
se estd investigando para desvelar su papel dentro de la funcionalidad espermética

(Bedford y Cross, 1999).

Durante la RA, y como consecuencia de los procesos desestabilizadores de las
membranas que provoca la capacitacion, se produce en el espermatozoide un aumento
intracelular de Ca®’. Este aumento de calcio desencadena multiples fusiones entre las
membranas plasmatica y acrosomal externa del espermatozoide, que probablemente tienen
lugar en las zonas de alta fluidez (Ahkong et al., 1975), pobres en proteinas. Al fusionarse,

se originan unas vesiculas que se desprenden de la cabeza espermadtica y, de este modo, se
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provoca la liberacion y dispersion del contenido del acrosoma (Langlais y Roberts, 1985).
Ademas, los fosfolipidos fusigénicos de la region acrosomal van a sufrir una hidrélisis, en
presencia de la fosfolipasa A, dando lugar a lisofosfolipidos y 4cidos grasos libres que, al

desestabilizar las membranas, favorecen su fusion (Nikolopoulou et al., 1986).

2.1.4.1.5. Penetracion de la zona peltcida y fusiéon de membranas

Tras la RA y la unidn secundaria a la ZP, el espermatozoide atraviesa el espesor de
la ZP para alcanzar el espacio perivitelino. Segun la hipdtesis propuesta por O’Rand et al.
(1986), la penetracion de la ZP se conseguiria mediante la accion coordinada de las
enzimas acrosomales liberadas en la RA y la potente fuerza de empuje desarrollada por el
movimiento del espermatozoide, que agita la cola de lado a lado y la cabeza de delante a

atras.

Una vez en el espacio perivitelino, la membrana plasmatica de la cabeza del
espermatozoide localizada sobre el segmento ecuatorial se une a la membrana plasmatica
del ovocito, y se inicia en ese punto la fusion de ambas membranas (Moore y Bedford,
1983). En el proceso de fusion estd implicada una proteina presente en la membrana
plasmatica del espermatozoide, la fertilina (Myles y Primakoff, 1997). La entrada de la
cabeza del espermatozoide en el citoplasma del ovocito va acompafiada de la incorporacion
gradual de su cola (Gaddum-Rosse, 1985). Las mitocondrias presentes en la cola del
espermatozoide son degradadas y solo las mitocondrias maternas pasaran a la siguiente
generacion. La fusion de membranas desencadena la activacion del ovocito (Yanagimachi,

1994).

2.1.4.2. Activacion del ovocito

El ovocito, metabdlicamente inactivo, experimenta tras la fusion con el
espermatozoide un “despertar” que, mediante una serie de cambios morfoldgicos y
bioquimicos, le va a conducir a la diferenciacion y formacion de un nuevo individuo. Este

despertar del ovocito se conoce como activacion (Yanagimachi, 1988). Los dos
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indicadores mas claros de la activacion del ovocito son la exocitosis de los granulos

corticales y la reanudacion de la meiosis.

La fusion de membranas del espermatozoide y el ovocito provoca una liberacion de
Ca”" desde los reservorios intracitoplamaticos (como el reticulo endoplasmico), que da
lugar a un aumento en la concentracién intracelular de Ca>" en el ovocito penetrado en
forma de oscilaciones repetitivas. Parece ser que el factor que induce estos ciclos de
elevaciones de Ca®" intracelular es una proteina soluble espermatica, llamada oscilogeno,

que entra en el citoplasma del ovocito tras la fusion (Hunter, 1999).

Este aumento intracelular de Ca2+, conocido como “detonacion del Ca?" (Jafte,
1985), parece ser la primera sefial que dispara el mecanismo de activacion del ovocito.
Leese et al. (1984) han observado que tras la activacion de ovocitos de raton se produce un
brusco aumento de la concentracion intracelular de ADP (adenosil difosfato), que libera al
ovocito de su estado respiratorio y metabolico disminuido. Los ovocitos de mamiferos no
precisan de la penetracion espermatica para experimentar su activacion, pues también
pueden ser activados por una gran variedad de estimulos fisicos y quimicos (Whittingham,

1980).
2.1.4.2.1. Reaccidn cortical

La activacion del ovocito da lugar a la liberacidon hacia el espacio perivitelino del
contenido de los granulos corticales (GC), situados al final del periodo de maduraciéon en
posicion periférica bajo la membrana plasmatica del ovocito. Las enzimas hidroliticas y
glicoproteinas liberadas modifican las caracteristicas fisicoquimicas de la ZP de manera
que se impide la entrada de nuevos espermatozoides y, por tanto, la poliespermia. Este
proceso se conoce como reaccion cortical o de zona (Yanagimachi, 1988). Por ejemplo, en
el raton (Wassarman, 1987) la exocitosis de los GC provoca la inactivacion por hidrolisis
de la glicoproteina ZP3 (responsable de la unioén primaria a la ZP y de la induccion de la

RA del espermatozoide), estableciendo de este modo la reaccion cortical en esta especie.

Aunque la exocitosis de la mayoria de los GC se produce de forma explosiva tras la

fusién de membranas, algunos son liberados mientras el ovocito se encuenta en el foliculo
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ovarico y una vez maduro antes de ser fecundado (Okada et al., 1986). Segun Okada et al
(1986) esta exocitosis prematura de los GC podria contribuir, por una parte, a la formacion
del espacio perivitelino, que permitiria el libre movimiento del espermatozoide una vez
atraviesa la ZP, favoreciendo su fusion con la membrana del ovocito; y por otra, a la
modificacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la ZP y de la membrana plasmatica
del ovocito, de modo que s6lo un espermatozoide con un movimiento vigoroso pudiera

penetrarlo. Tras la fecundacion, los GC desaparecen del ovocito (Wang et al., 1997b).

2.1.4.2.2. Reanudacion de la meiosis

La fusioén con el espermatozoide desencadena en el ovocito su activacion nuclear, a

, . + . . ,
través del aumento intracelular de Ca®". El ovocito, que antes de la fecundacion habia
quedado detenido en estadio de metafase de la segunda meiosis, reanuda la meiosis dando

lugar a la extrusion del segundo CP.

2.1.4.3. Formacion del pronucleo masculino y femenino

Una vez dentro del ovocito, la membrana nuclear del espermatozoide se rompe, se
produce la sustitucion de protaminas por histonas, la cromatina descondensa y se forma
una nueva membrana nuclear, dando lugar al pronucleo masculino (PNM). Por otra parte y
tras la extrusion del segundo CP, el genoma haploide materno restante también
descondensa, se forma la membrana nuclear y queda constituido el prontcleo femenino. La

sintesis de ADN comienza simultdneamente en los dos pronucleos masculino y femenino.

El factor que controla la formacién del PNM se conoce como factor de crecimiento
del prontcleo masculino (Thibault y Gerard, 1973), y aparece en el ovocito durante la fase
final de su maduracion (Ding et al., 1992b). En la mayoria de las especies, el ovocito
contiene unos factores citoplasmaticos que reaccionan con la cromatina espermatica,
induciendo cambios moleculares que incluyen: la rotura de puentes disulfuro, la
degradacion enzimatica parcial de proteinas nucleares, la liberacion de las protaminas
asociadas a la cromatina y su inmediata sustitucion por histonas procedentes del ovocito

(Zirkin et al., 1989). Entre estos factores citoplasmaticos destaca el glutation.
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El glutatiéon (GSH) es el principal compuesto sulfidrilo no proteico presente en las
cé¢lulas mamiferas y tiene multiples acciones, incluyendo un efecto en el transporte de
aminoacidos, sintesis de ADN y proteinas, reduccion de los puentes disulfuro, y una accion
antioxidante que protege a las células contra el dafo oxidativo (Meister, 1983; Meister y
Tate, 1976; Meister y Anderson, 1983). Se sabe que la sintesis de GSH durante la
maduracion de los ovocitos es un prerrequisito para que se produzca la descondensacion de
la cromatina del espermatozoide penetrado y, por tanto, para que se consiga la formacion
del PNM (Perreault et al., 1988); pues el GSH reduce de los puentes disulfuro (S-S) de la

protamina del nucleo espermatico, promoviendo su rotura (Nagai, 1996).

2.1.4.4. Fusion de los pronucleos y formacion del zigoto

Una vez completamente formados, los pronucleos masculino y femenino migran
hacia el centro del citoplasma, se aproximan el uno al otro hasta quedar frente a frente, se
desintegran sus membranas nucleares y sus cromosomas se asocian antes de efectuar la
primera divisiéon mitdtica. La union o fusion de los pronucleos masculino y femenino se
considera el fin del proceso de fecundacién y el inicio del desarrollo embrionario

(Yanagimachi, 1988), y en los mamiferos este proceso dura aproximadamente 12 horas.

2.1.4.5. Mecanismos fisioldgicos de prevencion frente a la poliespermia

La penetracion poliespérmica, es decir la entrada en el citoplasma del ovocito de
mas de un espermatozoide, es un fendmeno andmalo en los mamiferos (Beatty, 1957),
dando lugar a embriones poliploides que normalmente mueren en un estadio temprano de
desarrollo. La poliespermia en condiciones in vivo es debida, principalmente, a la llegada a
la superficie del ovocito porcino de un numero anormalmente elevado de espermatozoides
competentes, de una manera mas o menos simultanea; o también al envejecimiento del

ovocito.

Como hemos visto, los mamiferos disponen de una serie de mecanismos de defensa
que evitan la poliespermia. Se produce un brusco descenso en el nimero de
espermatozoides entre los que son depositados en la hembra y los que finalmente llegan al

lugar de fecundacion. Los espermatozoides que no consiguen alcanzar su objetivo quedan
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retenidos tanto en su trayecto a lo largo del utero, como en los reservorios de la union
ampular istmica. En los reservorios, los espermatozoides viables son liberados de una
manera gradual y en un nimero reducido momentos antes de la ovulacion. La proporcion
de espermatozoides/ovocito en el inicio de la fecundacion estd proxima a 1:1 (Hunter,
1993). Ademas, los ovocitos disponen de una serie de estrategias que reducen la
posibilidad de que dos 0 mas espermatozoides competentes lleguen simultdneamente a su
membrana plasmética (Hunter, 1999). Estas son, por una parte las capas de células del
cumulus que rodean al ovocito al ser ovulado, y por otra, el establecimiento de la reaccion

cortical en la ZP, que es el mecanismo mas especifico de bloqueo de la poliespermia.

En algunas especies, como la rata, el raton, el cobaya y el gato, el bloqueo de la
poliespermia se produce en la membrana plasmatica mas que en la ZP, permitiendo que un
numero considerable de espermatozoides se acumule en el espacio perivitelino (Austin,
1961). De hecho, cada vez hay una mayor certeza de la existencia de un bloqueo
suplementario al de la ZP en la membrana plasmatica en especies en las que cldsicamente

se habia supuesto que disponian de un fuerte bloqueo de zona, como el hombre y el cerdo.

Ademas de evitar la polispermia, estos mecanismos ejercen una funcion selectiva
de los espermatozoides; pues la composicion espermdtica del eyaculado es muy
heterogénea respecto a edad celular, morfologia, movilidad y capacidad para suftrir la

reaccion acrosomica.

2.1.5. Desarrollo embrionario preimplantacional

2.1.5.1. Vinculos materno-embrionarios

Durante los primeros estadios de la gestacion, las interaciones materno-
embrionarias en porcino tienen una gran importancia, ya que en esta especie, como en
otros ungulados domésticos, el periodo preimplantacional es bastante prolongado. La
importancia de esta estrecha relacion entre el desarrollo embrionario y el ambiente uterino
queda patente en la sincronia necesaria entre el estadio del embrion y del utero en las

transferencia de embriones.
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2.1.5.2. Periodo pre-eclosion

2.1.5.2.1. Divisién embrionaria

Como ya hemos visto, la fecundacion tiene lugar en el oviducto, en la unioén
ampular istmica. La primera division se produce de 17 a 19 horas tras la ovulacion
(Hunter, 1974). Los embriones se mantienen en el estadio de 2 células so6lo de 6 a 8 horas;
sin embargo el estadio de 4 células se prolonga durante 20-24 horas (Flint, 1981), por lo
que la mayoria de los embriones entran en el utero en este estadio (Harper, 1988; Davis,
1985). Segtin Hunter (1974), los embriones y los ovocitos no fecundados pasan al utero 46-
48 horas tras la ovulacion, aunque esta entrada se puede prolongar hasta 3 dias después de

la ovulacion.

Tras ese periodo de 2 dias en el que los embriones son retenidos en el oviducto, las
concentraciones crecientes de progesterona van a causar la dilatacion del oviducto y, como
resultado, el paso de los embriones hacia el utero (Dziuk, 1985). La retencion de los
embriones en el oviducto permite que el ambiente uterino sufra una serie de
modificaciones, tales como el paso de granulocitos polimorfonucleares a través del epitelio
uterino durante el estro (Stroband ef al., 1986). El oviducto secreta sustancias que podrian
modificar la composicion de la ZP (Hedrick et al., 1987), y ademads afectar a la tasa de
division (Fukui et al., 1988) o a la viabilidad embrionaria (Gandolfi y Moor, 1987).
Asimismo, el ambiente oviductal también provoca una demora en la digestion enzimatica
de la ZP de los embriones e influencia su funcion de barrera selectiva (Broemann et al.,

1988).

El utero va a ser el compartimento en el que se desarrollardn los embriones
porcinos desde el estadio de 4 células hasta el nacimiento (Stroband y Van der Lende,
1990). La pared uterina esta constituida por la serosa, el miometrio y el endometrio; y este
ultimo esta formado por una tinica propia y dos tejidos epiteliales: el epitelio luminal y las
glandulas, que reposan sobre la tinica propia (Stroband y Van der Lende, 1990). El utero
no es un simple saco en el que los embriones flotan méas o menos libres, sino que su pared
esta plegada de tal modo que los pliegues opuestos se entrelazan y la luz uterina queda

reducida a un espacio angosto. Las células epiteliales del utero sufren cambios en su altura
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a lo largo del ciclo estral (Sidler et al., 1986), al igual que también se ven modificados los

pliegues de la pared (Sidler et al., 1986).

Por otra parte, es posible que los embriones también cambien su propio
microambiente uterino al liberar hacia el utero esteroides, que se encuentran a altas
concentraciones en los embriones tempranos, los cuales actuarian sobre la permeabilidad
vascular local y la liberacion de proteinas endometriales; ya que la sintesis y secrecion de
proteinas uterinas estd modulada por el estrogeno y la progesterona (Simmen et al., 1988).
El concepto de que los embriones no estan flotando en un ancho lumen uterino, sino que se
encuentran en un espacio limitado entre los pliegues de la pared da mas credibilidad a las
consideraciones sobre el potencial de los embriones jovenes de cambiar su propio

microambiente uterino.

El epitelio y endotelio endometrial funcionan como una barrera de intercambio
selectivo entre la circulacion sanguinea y la luz uterina (McRae, 1988). Ademas, el fluido
uterino de los mamiferos, incluido el cerdo, parece ser que contiene factores estimulantes e
inhibidores de la sintesis de ADN embrionaria (Flint, 1981). En un estudio realizado en
ovino, en el que se transfirieron asincronicamente embriones, aquéllos que estaban
retrasados en relacion con el Utero se desarrollaron mds rapido, mientras que los que
estaban adelantados respecto al estadio uterino lo hicieron mas lentamente (Wilmut ef al.,
1985), lo que indica la importancia del ambiente uterino. Parece ser que el ambiente
uterino cambiante va a influir en el desarrollo embrionario y la viabilidad de los

embriones.

El estadio de morula de 8-16 células se alcanza alrededor del dia 4, tomando el
momento de la ovulacion como dia 0 (Stroband y Van der Lende, 1990). Durante el
proceso de division, las organelas citoplasmaticas son escasas y estdn concentradas
alrededor del nucleo, mientras que las inclusiones de vitelo llenan las zonas periféricas del
citoplasma. Las mitocondrias, que son globulares durante los primeros estadios de division,
se elongan en el estadio de morula, lo que sugiere un incremento en su actividad
metabolica. Los nucleolos se observan a partir de las 8 células y su desarrollo se acompafia

de un incremento en el nimero de ribosomas.
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Todo ello indica la activacion del genoma embrionario, es decir, el punto a partir
del cual el genoma embrionario comienza a ser transcripcionalmente activo y pasa a ser el
que controla el desarrollo del embrion (Exley y Carol, 1999); y corresponde en el cerdo al
inicio de la sintesis de ARN en el estadio de 4 células (Freitag et al., 1988). Antes de esta
activacion gendmica, el desarrollo embrionario estd controlado por proteinas y ARN
maternos, sintetizados y almacenados en forma inactiva por el ovocito (Exley y Carol,
1999). El bloqueo en el estadio de 4 célula, que supone un obstaculo para el cultivo in
vitro, corresponde al momento de la activacion del genoma embrionario, y es analogo al

que sufren los embriones ovinos en 8-16 células o los bovinos en 8 células.

2.1.5.2.2. Formacion del blastocisto

A partir del estadio de morula compactada, los blastomeros internos se
diferenciardn en la masa celular interna, que a su vez dara lugar al futuro embrion
verdadero; mientras que los blastomeros externos se transformaran en el trofoblasto, que
sera el origen de parte de los anejos embrionarios y que participard especialmente en la

formacion de la placenta (Johnson, 1981).

Durante el proceso de compactacion, los blastdmeros exteriores forman una capa de
células polarizadas en estrecho contacto (Dulcibella, 1977). Més tarde se forman entre
estas células vecinas unos complejos de union, que incluyen uniones herméticas y
desmosomas, y a partir de aqui el trofoblasto queda formado (Borland, 1977; McLaren y
Smith, 1977). Las células del trofoblasto tienen permeabilidad selectiva, lo cual va a
favorecer el transporte de sodio y agua que contribuird a la formacion del blastocele
(Borland, 1977); momento a partir del cual el embrion alcanza el estadio de blastocisto.

Los blastomeros internos, sin embargo, se diferenciaran mas tarde.

En el cerdo las primeras sefiales de compactacion se observan en el dia 4, en el
estadio de 8 células (Hunter, 1974), la diferenciacion entre las células o blastomeros
interiores y exteriores comienza a partir de las 12-16 células en adelante y los primeros
complejos de unidon aparecen en el estadio de moérula compactada alrededor del dia 5

(Barends et al., 1989). El estadio de blastocisto se alcanza en el dia 5-6 y el nimero de
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células en el momento de la formacidon del blastocele es normalmente de 16-32

(Papaioannou y Ebert, 1988).

Durante la formacién del blastocele, las células del trofoblasto estan bien
desarrolladas y polarizadas, contienen un numero creciente de mitocondrias y algunas
hebras de reticulo endopldsmico y aparato de Golgi, y presentan numerosas
microvellosidades orientadas hacia la luz uterina; mientras que las células de la masa
celular interna presentan formas desiguales, no muestran polaridad y sus organelas apenas
estan desarrolladas. Sin embargo, ambos tipos celulares contienen grandes gloébulos de

vitelo y algunas gotas lipidicas en este estadio.

Antes de la eclosion, los blastocistos sufren un fenomeno de expansion, de modo
que ocupan por completo el espacio perivitelino. La media de células en los blastocistos
porcinos expandidos es de 65-120. La proporcion de células que constituyen la masa
celular interna en este estadio es como maximo del 25% del total de células del embrion

(Papaioannou y Ebert, 1988).

2.1.5.3. Eclosion y periodo post-eclosion

Hasta el momento de la eclosion, la ZP desempefia una importante funcion en la
regulacion osmotica (Bronson y McLaren, 1970), la contencion de los blastomeros en el
embrion (Modlinski, 1970) y la mejora de la supervivencia del ovocito y el embridn en el
oviducto y en el ttero (Dumont y Brummett, 1985). La rotura de la ZP en los embriones
porcinos se produce en el dia 6-7, y este proceso parece ser independiente del nimero de

células del blastocisto, al menos en estudios realizados in vitro (Niemann et al., 1983).

No se conocen con exactitud los factores que causan la lisis de la ZP, pero podrian
estar involucrados fendmenos mecanicos, enzimas embrionarias o factores uterinos. En el
momento de la eclosion, los blastocistos porcinos contienen prostaglandina E (Stone et al.,
1986), que podria estar implicada en la regulacion del transporte de agua. Este efecto
mecanico del agua, como ocurre en los embriones bovinos (Betteridge y Flechon, 1988),

podria colaborar en la rotura de la ZP, previa a la eclosion del blastocisto.
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Tras la eclosion, los blastocistos porcinos permanecen en la luz del atero hasta el
dia 13 (Dantzer, 1985), lo que constituye un periodo preimplantacional muy largo si se le
compara con el de los humanos o los animales de laboratorio. El didmetro de los

blastocistos recién eclosionados es de 0.2 mm aproximadamente.

Entre la eclosion y la implantacion, el desarrollo embrionario es peor soportado por
los sistemas in vitro que en estadios mas tempranos. Por ejemplo, la elongacioén y
expansion de los blastocistos eclosionados, al ser dependiente de factores uterinos, no tiene
lugar in vitro. Hay, por lo tanto, una palpable evidencia de la interrelacién entre los
embriones y el utero durante este periodo posterior a la eclosion. Pero no nos vamos a
extender mas en este estadio, pues el desarrollo embrionario in vitro se da por concluido

tras la eclosidn de los blastocistos.

2.2.  PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES PORCINOS

La fecundacion in vitro (FIV) se ha definido como la unidon o cocultivo de
espermatozoides capacitados y ovocitos maduros de forma que la penetracion espermatica
ocurra fuera del tracto genital femenino (Martinez et al., 1989). La produccion in vitro de
embriones (PIV) es un proceso mas amplio que comprende: la obtencién y maduracién in
vitro (MIV) de los ovocitos, la capacitacion in vitro de los espermatozoides, el cocultivo de
ambos gametos o FIV, y el cultivo in vitro de los embriones resultantes (CE) hasta alcanzar

el estadio de blastocisto.

En 1974, Motlik y Fulka (1974) consiguieron fecundar in vivo ovocitos porcinos
que habian sido madurados in vitro y, cuatro afios mas tarde, Iritani ef al. (1978) lograron
la primera MIV-FIV en porcino, utilizando espermatozoides incubados en tractos
reproductivos aislados de hembras. Nagai et al. (1984) fueron los primeros en capacitar in
vitro espermatozoides porcinos con ¢éxito. Un afo después, Cheng (1985) obtuvo el
nacimiento de crias a partir de ovocitos porcinos madurados in vivo y fecundados in vitro
y, finalmente, Mattioli et al. (1989) lograron producir lechones a partir de ovocitos MIV y

FIV. Sin embargo, en aquel momento el CE de los embriones porcinos sélo se podia llevar
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a cabo durante un corto periodo de tiempo previo a la transferencia a hembras receptoras.
Por fin, Petter y Wells (1993) y Beckmann y Day (1993) consiguieron cultivar in vitro
embriones de cerdo hasta el estadio de blastocisto, superando asi el bloqueo en cuatro

células.

Aunque se han hecho grandes progresos en el desarrollo de las técnicas de MIV,
FIV y CE, atn son necesarias nuevas mejoras para maximizar la produccion de embriones.
En un principio, a pesar de lograrse con éxito la maduracion nuclear de los ovocitos, los
cientificos se enfrentaban a dos problemas importantes: la baja formacién de prontcleo
masculino (PNM) y la alta incidencia de fecundaciones poliespérmicas (Funahashi y Day,
1996, 1997; Niwa, 1993; Sirard et al., 1993; Nagai, 1994; Abeydeera, 2001). Con ello,
quedé de manifiesto que las condiciones de maduracion no eran las adecuadas y debian ser
modificadas, pues la obtencion de embriones viables requiere lograr no s6lo la maduracion

nuclear de los ovocitos, sino también una completa maduracion citoplasmatica.

Las modificaciones realizadas en las condiciones iniciales de MIV (Day et al.,
2000a; Abeydeera, 2002; Nagai, 2001) han mejorado la maduracion citoplasmatica de los
ovocitos, solventado el problema de la baja formacion de PNM. Sin embargo, la
poliespermia, el principal problema dentro de la PIV de embriones porcinos, sigue sin
resolverse y aun no se ha podido determinar si se debe a condiciones suboptimas de cultivo
durante la MIV, la FIV o ambas. En la actualidad, el desarrollo hasta el estadio de
blastocisto de los embriones PIV es todavia bajo y la calidad los blastocistos obtenidos tras
el CE es menor que la de los producidos in vivo. Los resultados actuales de la
MIV/FIV/CE oscilan, segin los diferentes protocolos y grupos de trabajo, entre los
siguientes valores: maduracion nuclear: de 70% a 95%; penetracion: de 50% a 90%;
formacion de PNM: de 80% a 91%; poliespermia: de 5% a 91%; division embrionaria: de

20% a 75%; y desarrollo hasta blastocistos: de 2% a 36% (Niemann y Rath, 2001).

A pesar de todo ello, a lo largo de la ultima década la PIV de embriones porcinos ha
experimentado importantes avances, obteniéndose aceptables tasas de gestacion y de
tamafio de camada tras las transferencias embrionarias realizadas con embriones
producidos in vitro. Hay que remarcar que estas mejoras suponen un importante triunfo,

dado el pobre conocimiento actual de los mecanismos que regulan la maduracion y
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fecundacion de los ovocitos y el desarrollo embrionario. De la misma manera, es de
esperar que el desarrollo de nuevas técnicas y la optimizacion de las existentes de lugar a

nuevos progresos en este campo.

2.2.1. Maduracion in vitro

El proceso de maduracion del ovocito se suele dividir en maduracidon nuclear y
citoplasmatica. El ovocito maduro a nivel nuclear puede ser claramente identificado como
aquél que reanuda la meiosis y alcanza el estadio de MII; mientras que la maduracién
citoplasmatica, término que abarca una serie de acontecimientos no directamente
relacionados con la progresion de la meiosis pero que van a preparar al ovocito para la
fecundacion y el desarrollo embrionario posteriores (Abeydeera, 2002), se ha de estimar de

un modo indirecto.

Los pardmetros empleados por la mayoria de los cientificos para determinar el
grado de maduracion citoplasmatica del ovocito son la capacidad de formacion de PNM
(Mattioli et al., 1988a; Naito et al., 1988; Funahashi y Day, 1993c; Funahashi et al., 1994a,
1996a; Wang y Niwa, 1995; Wang et al., 1997a; Ka et al., 1997) y el contenido
intracelular de glutation (GSH) (Abeydeera et al., 1998b; Funahashi et al., 1996a).
Ademas, se han utilizado otros indicadores de la maduracion citoplasmatica, como la
exocitosis del contenido de los granulos corticales al espacio perivitelino (Wang et al.,
1997a) y el desarrollo embrionario temprano tras la FIV (Funahashi et al., 1994c;

Abeydeera et al., 1998b).

Como hemos visto en el apartado 2.1.4.3, el ovocito que no ha completado su
maduracion citoplasmatica no es capaz de reaccionar de manera correcta con la cromatina
del espermatozoide penetrado e inducir los cambios moleculares necesarios para la
formacion del PNM, pues este proceso estd controlado por el factor de crecimiento del
pronucleo masculino, que se sintetiza durante la fase final de la maduracion del ovocito. El
GSH, sintetizado también durante la maduracion del ovocito, es un factor citoplasmatico
necesario para la descondensacion de la cromatina espermadtica y, por tanto, para la

formacion del PNM (Perreault et al., 1988; Yoshida, 1993).
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Esto explica la estrecha relacion que existe en el porcino entre la maduracion
citoplasmatica y la formacion del PNM (Moor et al., 1990); y por esta razon, tanto el
porcentaje de formacion de PNM como el contenido intracelular de GSH de los ovocitos
(Day et al., 2000a) pueden ser tomados como indicadores de la maduracion citoplasmatica
del ovocito. Asimismo, se ha demostrado una alta correlacion entre el contenido de GSH
del ovocito al final de la MIV y la incidencia de formacion de PNM tras la FIV (Funahashi
et al., 1994b). Al mismo tiempo, el GSH esta involucrado en la proteccion del ovocito
contra el fendmeno de apoptosis, inducido por la presion oxidativa generada bajo las

condiciones de cultivo in vitro (Tatemoto et al., 2000).

El fallo en la maduracion citoplasmatica de los ovocitos MIV puede deberse a
deficiencias inherentes a los propios ovocitos y/o condiciones subdptimas de cultivo
(Abeydeera, 2002). Para resolverlo es preciso realizar una buena seleccion y manipulacion

de los ovocitos, asi como mejorar el sistema de MIV.

2.2.1.1. Factores que afectan a la calidad de los ovocitos

2.2.1.1.1. Condiciones de transporte de los ovarios al laboratorio

La duracién y temperatura del transporte de los ovarios desde que son recogidos en
el matadero hasta que se comienzan a procesar en el laboratorio puede influir en la calidad
de los ovocitos. Walters y Graves (1998) compararon el efecto de varias temperaturas (5,
16, 25, 30 y 37°C) y tiempos (2, 6, 10, 14 y 26 h) de transporte en la posterior maduracion
de ovocitos porcinos. Al incrementarse el tiempo de transporte se redujo la maduracion de
los ovocitos, en todas las temperaturas valoradas. Los transportes de mas de 5 h de
duracion o a temperaturas inferiores a 25°C comprometieron seriamente la maduracion de

los ovocitos.

2.2.1.1.2. Presencia de cuerpos luteos y foliculos quisticos en el ovario

Ocampo et al. (1993) han apuntado que la presencia de cuerpos luteos en los

ovarios afecta a la calidad de los ovocitos recuperados, por lo que es conveniente no

38



Revision bibliografica

utilizar ovarios con cuerpos lateos en los protocolos de PIV de embriones porcinos.

Asimismo, es recomendable desechar aquellos ovarios que presentan foliculos quisticos.

2.2.1.1.3. Tamaiio del foliculo

El tamafo del foliculo determina la capacidad de desarrollo del ovocito. Los
ovarios porcinos contienen foliculos antrales con una amplia gama de didmetros, que se
clasifican como pequefios (menores de 3 mm), medianos (entre 3-7 mm) y grandes (de mas
de 7 mm). Los ovocitos utilizados en la produccién de embriones de cerdo se suelen

recuperar de foliculos de tamafio medio.

Yoon et al. (2000) utilizaron ovocitos porcinos aislados de foliculos de mayor (de 3
a 8§ mm) y menor (<3 mm) didmetro y determinaron que los ovocitos de foliculos mas
grandes daban mejores tasas de maduracion nuclear, formacion de PNM y desarrollo hasta
estadio de blastocisto, que los procedentes de foliculos mas pequefios. Por lo que se deduce
que so6lo los ovocitos que han alcanzado un grado adecuado de desarrollo pueden
responder al estimulo de maduracion, experimentando los cambios morfologicos y
funcionales necesarios para alcanzar una total capacidad de desarrollo. Y al ser el
compartimento folicular el que sostiene el crecimiento del ovocito, el desarrollo del

ovocito va a estar supeditado al estadio de desarrollo del foliculo en el que se encuentra.

2.2.1.1.4. M¢étodo de recuperacion de los ovocitos

Aunque la recuperacion de ovocitos por diseccion de los foliculos es mas laboriosa
que por aspiracion, asegura la recuperacion de ovocitos exclusivamente de foliculos no
atrésicos (Ding et al., 1992a). Cuando se compararon los estadios de vesicula germinal en
ovocitos obtenidos de ovarios de matadero y recuperados tanto por puncion de los foliculos
seleccionados como por aspiracion folicular, se observd que los ovocitos recuperados por
puncion se encontraban detenidos en el estadio de VG1 en mayor proporcion que los
aspirados (Ebihara et al., 1993). Esto sugiere que con el método de aspiracion también se
recuperan ovocitos de foliculos cuyas células foliculares no son adecuadas para mantener

el arresto meiodtico en VG1, permitiendo al ovocito reanudar la meiosis.
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En nuestro laboratorio, hemos observado que la aspiracion de foliculos con jeringa
de 10 mL conectada a aguja de 18G provoca una denudacion mecénica de las células del
cumulus que rodean al ovocito, cuya presencia va a ser fundamental en el proceso de

maduracion del ovocito.

2.2.1.1.5. Criterio de seleccion de los complejos cumulus-ovocito (COCs)

Tras la recuperacion de los ovocitos, una buena seleccion de los COCs que se van a
emplear en el proceso de PIV va a ser critica para lograr una correcta maduracion de los
ovocitos. En un trabajo realizado en nuestro laboratorio, los COCs fueron clasificados
segin el numero de capas de células del camulus: mas de tres capas con presencia del
pedunculo de unioén a la pared folicular, mas de tres capas sin pedunculo, menos de tres, o
ninguna, y madurados bajo las mismas condiciones (Martinez-Madrid et al., 2002). No
observamos diferencias en los valores de maduracion nuclear en las tres primeras
categorias; sin embargo tras la FIV la formacion de PNM se vio incrementada en aquéllos
con mas de tres capas y la tasa de monospermia y el desarrollo hasta morula fueron

mejores en los que ademads presentaban pedinculo.

Por otra parte se ha determinado que el aspecto del citoplasma del ovocito,
homogéneo o heterogéneo, es importante a la hora de hacer la seleccion de los COCs.
Nagashima et al. (1996) comprobaron que, tras la inyeccién subzonal de espermatozoides,
la mayoria de los blastocistos obtenidos se habian desarrollado a partir de ovocitos con el

citoplasma heterogéneo (7 de 56), comparado con los de citoplasma homogéneo (1 de 45).

2.2.1.1.6. Factores relativos a las hembras de las que se obtienen los

ovarios

Las caracteristicas de las hembras de las cuales provienen los ovarios afectan a la
calidad de los ovocitos y a su capacidad de desarrollo in vitro. Los ovarios empleados
como rutina en los laboratorios de FIV porcina proceden de hembras de matadero, por lo

que el tipo de animal utilizado va a depender del matadero que nos suministre los ovarios.
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De todas formas, es importante tener en cuenta estos factores, que pueden explicar,

en parte, la variabilidad de resultados entre diferentes laboratorios:

- Edad: hembras prepuberes versus adultas:

Se ha observado un mayor desarrollo embrionario en ovocitos procedentes de
ovarios de hembras adultas, comparado con los de hembras prepuberes (Marchal et al.,
2001). En vacuno, la adquisicion de la capacidad de desarrollo aumenta con la edad de las
hembras, alcanzandose tras la pubertal el nivel optimo (Presicce et al., 1997). Se ha
sugerido que los ovarios de hembras prepuberes podrian no ser capaces de proporcionar las

condiciones necesarias para la diferenciacion del ovocito (Marchal et al., 2001).

En ovino, las mitocondrias y los granulos corticales (GC) de ovocitos MIV
procedentes de ovejas prepuberes difieren en tamafio y volumen a los de los ovocitos MIV
de animales adultos (O’Brien ef al., 1996). Funahashi y Day (1997) han sugerido que los
GC de animales prepuberes podrian no disponer de la cantidad de contenido necesario para
inducir una reaccion cortical correcta. Pero debido a que en la mayoria de mataderos se
sacrifican cerdas prepuberes y no adultas, son los ovocitos procedentes de estas primeras

los mds comunmente empleados en los laboratorios de FIV porcina.

- Genotipo:

La raza de cerdos chinos Meishan se caracteriza por producir una media de 3 6 4
lechones més por camada que las razas europeas (Haley y Lee, 1993). Se han observado
diferencias en las caracteristicas de maduracion folicular entre la raza Meishan y las
hibridas Large White, presentando los foliculos preovulatorios de hembras Meishan un
mayor nivel de estradiol y una mayor actividad aromatasa en las células de la granulosa y
la teca (Hunter et al., 1993), una mayor produccién de AMPc en respuesta a la LH, y una
luteinizacion mas rapida (Hunter ef al., 1996). Por tanto, es posible que los foliculos de las
hembras de raza Meishan proporcionen un ambiente mas adecuado para la maduracion de

los ovocitos, que contribuya a dar una prolificidad mas alta.
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En un interesante estudio llevado a cabo por Xu et al. (1998) en el que ovocitos
recuperados de ovarios de matadero fueron madurados en un medio acondicionado
procedente del cultivo de foliculos preovulatorios de cerdas Meishan o Large White, la
penetracion y la formacion de PNM tras la FIV fueron significativamente mayores en los
ovocitos madurados en el medio acondicionado con los foliculos de la raza Meishan. Estos
resultados apoyan la hipodtesis de que los foliculos estos animales contengan algun factor,
secretado durante el cultivo de las paredes foliculares, que mejore la calidad de los

ovocitos madurados.

- Estado nutricional y factores ambientales:

El estado nutricional de la hembra podria influir en el desarrollo folicular,
afectando a la calidad de los ovocitos madurados in vitro y a su capacidad de desarrollo.
Para determinar si las modificaciones en la dieta provocaban variaciones en el ambiente
folicular preovulatorio que, a su vez, influyeran en la calidad de los ovocitos MIV,
ovocitos procedentes de matadero fueron madurados en un medio enriquecido con fluido
folicular porcino (PFF) procedente de hembras sobrealimentadas o con restricciones en la
dieta (Zak et al., 1997). Se comprobdé que el PFF de hembras sobrealimentadas
proporcionaba unas mejores condiciones para la MIV de los ovocitos porcinos. Aunque no
se sabe cudles son las variaciones en la composicion del PFF segtn el estado nutricional

del animal que provocan estas mejoras, un posible candidato seria el nivel de IGF.

La estacion del afio afecta a la viabilidad embrionaria. Aunque puede haber muchos
mecanismos implicados en las variaciones de la fertilidad segtn la época del afio, uno de
los factores implicados podria ser los cambios en el crecimiento folicular y, por

consiguiente, en la calidad de los ovocitos (Wetterman y Bazer, 1985).

2.2.1.2. Sistema de maduracion in vitro de los ovocitos: condiciones de cultivo

y medios de maduracioén
Las condiciones fisicas especificas del ambiente en el que se maduran los ovocitos

(osmolaridad, pH y composicion ionica del medio; temperatura y tension de CO; y O, del

incubador; volumen de cultivo; y tiempo de incubacioén), asi como la mayor o menor
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definicioén del medio de maduracion utilizado (suero, células somaticas, etc.) van a influir

en la maduracién de los ovocitos (Holm y Callesen, 1998).

2.2.1.2.1. Condiciones de cultivo

La duracién del cultivo durante la MIV de los ovocitos porcinos oscila desde 36
horas (Yoshida et al., 1993b) hasta 48 h (Naito ef al., 1988), pasando por 40 h (Funahashi
y Day, 1993c) y 44 h (Wang et al., 1997a). Segun Ka et al. (1997) un cultivo de 36 h es
suficiente para completar los procesos de maduracion nuclear y citoplasmatica, mientras

que Yamauchi et al. (1996) apuntan que el periodo 6ptimo de cultivo es de 42-44 h.

La temperatura de incubacion mas utilizada, tanto en la MIV, la FIV y el CE es de
38,5°C 6 39°C. En un reciente estudio, Abeydeera et al. (2001) analizaron el efecto de dos
temperaturas, 35 y 39°C, y de dos duraciones de cultivo, 44 y 68 h, durante la MIV de
ovocitos porcinos sobre la maduracidon nuclear, la fecundacion y el desarrollo embrionario
posterior. El cultivo a 35°C durante 44 h redujo significativamente la tasa de maduracion
nuclear (12% vs 79%), comparado con la incubacion a 39°C durante el mismo tiempo. La
extension del cultivo a 35°C hasta 68 h aument6 la tasa de maduracion nuclear a 58%,
mientras que en el caso del cultivo a 39°C, se increment6 la activacion espontanea de los
ovocitos. Respecto al desarrollo embrionario hasta blastocisto, el tratamiento que dio mejor
resultado fue el cultivo a 39°C durante 44 h (31%), comparado con el cultivo a 35°C (13%)
y a 39°C (3%) durante 68 h. Aunque se confirmo6 que la temperatura y el tiempo 6ptimos
de cultivo durante la MIV son 39°C y 44h, respecto a 35°C y 68h, la extension del tiempo
de incubacidon a una menor temperatura permitié alcanzar tasas aceptables de desarrollo

embrionario.
La atmosfera de cultivo empleada como rutina en los protocolos de PIV de

embriones porcinos es de 5% de CO; y 95% de humedad. La utilizacion de incubadores

con baja tension de oxigeno (5-7%), no es frecuente en porcino.
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2.2.1.2.2. Medios de maduracion

Para la maduracion in vitro de ovocitos porcinos se han empleado distintos medios
de cultivo, segliin el grupo de trabajo o el propoésito del estudio. Los medios se pueden
clasificar en sencillos o complejos, dependiendo de la cantidad de productos incluidos en
su composicion. Ejemplos de medios sencillos ampliamente utilizados en la MIV de
ovocitos porcinos son el medio Whitten (Funahashi et al., 1994b), el medio KRB (Krebs
Ringer Bicarbonato) (Naito et al., 1988), y el medio NCSU23 (North Carolina State
University) (Abeydeera et al., 1998b, 1998c), que se suelen preparar en el propio
laboratorio. Entre los medios complejos mas utilizados estan el TCM199 (Tissue Culture
Medium 199) (Zheng y Sirard, 1992) y el Waymouth (Yoshida et al., 1993b), que debido al

elevado niimero de componentes, se suelen adquirir en preparados comerciales.

A su vez, los medios de cultivo se dividen en definidos o indefinidos, conforme al
tipo de suplementos que contengan. La tendencia actual es, en la medida de lo posible, la
eliminacion de suplementos no definidos, pues contienen factores desconocidos que
dificultan la identificacion de los mecanismos involucrados en la regulacion de los
procesos en estudio (Abeydeera, 2002). Ademas, en el caso de suplementos como el PFF,
el FCS o las células somaticas, entre otros, se ha observado mucha variabilidad entre lotes
y entre laboratorios, que impide la estandarizacion de los protocolos y la repetibilidad de

los experimentos.

Pero la presencia de determinados suplementos no definidos en los medios, como el
PFF (Yoshida et al., 1990, 1992) o el cocultivo con células somaticas (Abeydeera et al.,
1998b), ha mejorado de forma notable los rendimientos de la técnica, que compensan las
desventajas de su utilizacion. En la actualidad se estan tratando de identificar y purificar
los factores activos, presentes en los suplementos no definidos, responsables de estos

efectos beneficiosos.

2.2.1.3. Modificaciones realizadas en el sistema de maduracion in vitro

El problema histérico de la baja formacion de PNM ha sido resuelto gracias a la

aplicaciéon de una serie de modificaciones en las condiciones de maduracion de los
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ovocitos. La mayoria de estas modificaciones han incrementado el contenido intracelular
de GSH de los ovocitos. Del mismo modo, las futuras innovaciones en los sistemas de
MIV deben ir encaminadas a favorecer, durante el periodo de la maduracion, la sintesis de
factores cruciales que influyan tanto sobre la calidad de ovocitos obtenidos como sobre la

capacidad de desarrollo embrionario posterior.

2.2.1.3.1. Enriquecimiento con fluido folicular porcino (PFF) en

sustitucion de las fuentes de proteinas séricas convencionales

Los medios de maduracion se suelen enriquecer con suero fetal bovino (FCS)
(Cheng, 1985; Nagai y Moor, 1990), suero de cerdo recién nacido (Nagai ef al., 1988) y
albumina sérica bovina (BSA) (Nagai et al., 1984) como fuentes de proteinas. Sin
embargo, Funahashi y Day (1993a) observaron que la complementacion del medio de
maduracion con suero reducia la capacidad de los ovocitos para formar PNM, pudiéndose
deber este efecto negativo a una progresion acelerada de la maduracion. Estos mismos
autores (Funahashi y Day, 1993c) comprobaron que la sustitucion de FCS por PFF en
medio TCM 199 modificado durante la MIV incrementaba la formacion de PNM de 28% a
59%.

Naito et al. (1988) observaron que cuando los ovocitos se maduraban en medio
Krebs Ringer Bicarbonato enriquecido con FSH, so6lo el 20% de los ovocitos penetrados
formaban PNM. Al complementar este medio con 5-100% de PFF durante la maduracion
se incrementaba la tasa de formacion de PNM hasta el 81%; sin embargo al adicionar FCS
se inhibia la maduracion. Yoshida et al. (1990, 1992) también observaron una mejora en la
maduracion nuclear, la formacion de PNM vy el desarrollo de los ovocitos al enriquecer el

medio de maduracion con PFF parcialmente purificado.

El PFF estd compuesto por hormonas esteroideas (principalmente estrogenos),
gonadotropinas, factores de crecimiento, proteinas plasmaticas, mucopolisacaridos y
enzimas, entre otros factores (Labadia, 1995). Aunque no se sabe cuales son los factores
presentes en el PFF que ejercen el efecto positivo sobre la maduracién citoplasmatica de
los ovocitos, se ha identificado que residen en la fraccion I, obtenida por

ultracentifugacion, y que son estables al calor, resistentes a tratamiento de congelacion-
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descongelacion y de peso molecular inferior a 6,5 kDa (Daen et al., 1994). Funahashi et al.
(1996a) han sugerido que una serie de compuestos organicos presentes en el fluido
folicular, como sorbitol, taurina, mioinositol, glutamina, glicina, betaina y glicerofosforil

colina, podrian ser los responsables de incrementar la formacion de PNM.

Por otra parte, el estadio de desarrollo de los foliculos utilizados para obtener el
PFF o las células foliculares, en el caso del cocultivo, tienen una influencia crucial en la
maduracion citoplasmatica alcanzada por los ovocitos (Ding y Foxcroft, 1992, 1994a);
siendo mejor la penetracion y la formacion de PNM cuando los foliculos empleados son de

mayor tamafo, y por tanto mas maduros.

Como hemos visto, los medios de maduracion han sido enriquecidos con diferentes
porcentajes de PFF (Naito et al., 1988), aunque en la actualidad el mas empleado es el del

10% de PFF (Funahashi et al., 1996a; Abeydeera ef al., 1998b, 1998c).

2.2.1.3.2. Glutation: adicién de cisteina y otros compuestos con grupos

tioles

El glutatiéon (GSH) es un factor intracelular del ovocito crucial en la maduracion
citoplasmatica ya que: por una parte, reduce los puentes disulfuro de la protamina de la
cabeza espermatica, favoreciendo la formacion de PNM; y por otra, protege al ovocito
contra los efectos nocivos de las especies reactivas del oxigeno generadas durante el
cultivo bajo las condiciones convencionales de 5% de CO,, manteniendo un ambiente de

oxido-reduccion adecuado (Meister y Tate, 1976).

El GSH es un tripéptido con grupo tiol sintetizado mediante el ciclo y-glutamil, en
el que es crucial la disponibilidad de cisteina. Yoshida (1993) comprob6 que al madurar
ovocitos en el medio Waymouth, que es rico en cisteina, se promovia la formacioén de
PNM. Al mismo tiempo se establecidé una correlacion entre la concentracion de cisteina
afiadida al medio de maduracién y el incremento en la cantidad de GSH de los ovocitos
madurados y en la formacién de PNM tras la FIV (Yoshida ef al., 1993b); consiguiéndose
al anadir 0,57mM de cisteina, la misma concentraciéon de GSH en los ovocitos cultivados

in vitro que en los madurados in vivo. Por este motivo, la concentracion de cisteina con la
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que se suelen complementar los medios de MIV es de 0,57 mM (Wang et al., 1997a; Sawai

et al., 1997; Abeydeera et al., 1998a).

Sawai et al. (1997) indicaron que la presencia de cisteina en el medio de MIV era
solo necesaria durante las ultimas horas del periodo de maduracion (de 42 a 48 h) para
lograr una adecuada sintesis de GSH y, por consiguiente, la mejora en la formacion de
PNM. Sin embargo, un reciente estudio llevado a cabo por Jeong y Yang (2001) contradice
esta afirmacion. Estos autores compararon la adicion de 1,14 mM de cisteina durante las
primeras 21 h, las ultimas 21 h, o el periodo completo (42 h) de MIV, sin observar
diferencias ni en la division (73% vs 70% vs 78%) ni en el desarrollo hasta blastocisto
(11% vs 16% vs 16%), respectivamente. Esta discrepancia de resultados puede deberse a

las diferencias en los sistemas de maduracion entre los dos estudios.

El mecanismo por el que la cisteina promueve la sintesis de GSH no esta
claramente definido, debido a las complejas comunicaciones intercelulares en los COCs.
Los ovocitos desprovistos de células del ciimulus son capaces de captar cisteina del medio
para sintetizar GSH mediante el sistema ASC (*), sin embargo son incapaces de captar
cistina, una forma oxidada de la cisteina (Yoshida y Takahashi, 1998). Pero, la cisteina del
medio se oxida rapidamente a cistina bajo las condiciones normales de cultivo de 5% de
CO; en aire. En cambio, las células del cimulus pueden captar tanto cisteina como cistina,
mediante los sistemas ASC y Xc¢ (*), respectivamente, para sintetizar GSH durante la MIV

(Yoshida y Takahashi, 1998).

Hay que destacar el importante papel que desempenan las uniones tipo gap en la
regulacion del flujo de GSH desde las células del cumulus al ovocito, demostrado
recientemente por Mori et al. (2000) utilizando un inhibidor de las uniones tipo gap, el
heptanol. Segln esto, la eficacia en la sintesis de GSH en los COCs sera mayor si el medio
es rico en cisteina, pues tanto los ovocitos como las células del cumulus que lo rodean

podran captarla mediante el sistema ASC.

(*): El sistema ASC es un sistema de transporte de aminoacidos neutros dependiente del Na', con
preferencia por los sustratos con grupos hidroxi y sulfidrilo en su cadena; y el sistema Xc™ es un sistema de

transporte de aminoacidos anidnicos, no dependiente del Na'.
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Segin Yamauchi y Nagai (1999), la cisteamina, un compuesto con grupo tiol con
funcion reductora, aumentd el contenido de GSH y promovié la formacion de PNM,
incluso en ovocitos porcinos desprovistos de células del cimulus. La cisteamina actua
reduciendo la cistina a cisteina (Nagai, 2001) en TCM199, un medio rico en cistina.
También el B-mercaptoetanol, otro compuesto con grupo tiol, incrementd la concentracion
de GSH en ovocitos madurados en NCSU23 enriquecido con cisteina y mejord su

desarrollo embrionario hasta blastocisto (Abeydeera et al., 1998a).

2.2.1.3.3. Gonadotropinas: duracion de la exposicion hormonal

La complementaciéon hormonal de los medios de MIV mejora la maduracion
nuclear y la expansion del cimulus (Meinecke Meinecke-Tillmann, 1979). Ademas, las
gonadotropinas ejercen una accidn positiva sobre la formacion de PNM (Wang y Niwa,
1995). Por esta razon, los ovocitos porcinos se suelen cultivar en medios de maduracion
enriquecidos con diferentes combinaciones de gonadotropinas y estradiol, como por
ejemplo: eCG-hCG (Abeydeera et al., 1998b), eCG-hCG-estradiol (Funahashi y Day,
1993¢), FSH-LH (Mori et al., 2000) y FSH-LH-estradiol (Zheng y Sirard, 1992).

Por otra parte, la maduracion citoplasmatica requiere una precisa secuencia de
cambios hormonales (Osborn y Moor, 1983), pues en condiciones fisiologicas la
composicion de hormonas gonadotrdpicas y esteroides en el PFF cambia de manera brusca
durante el periodo preovulatorio (Ainsworth et al., 1980). Funahashi y Day (1993c)
evaluaron el efecto de diferentes tiempos de exposicion hormonal sobre el grado de
maduracion del ovocito. Para ello, maduraron COCs porcinos en TCM-199m enriquecido
con eCG, hCG vy estradiol en varios periodos de tiempo, retirando a continuacion la
complementacion hormonal y dejando a los ovocitos en cultivo hasta completar un total de
40 horas. Estos autores comprobaron que no habia diferencias en la maduracion nuclear
(88-90%) ni en la tasa de penetracion (96%) entre los ovocitos madurados en medio
enriquecido con hormonas s6lo durante las primeras 20 h o durante las 40 h totales, sin
embargo el grado de expansion del cimulus y el porcentaje de formacion de PNM (67% vs
36%) mejoraron de forma notoria cuando los ovocitos se cultivaron con hormonas las
primeras 20 h y sin ellas las 20 h posteriores. Estos resultados demuestran que la presencia

de hormonas durante la ultima etapa de maduracion tiene efectos negativos sobre la
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maduracion citoplasmatica y que, por consiguiente, la formacion de PNM se ve
incrementada al retirar la complementacion hormonal del medio de MIV a partir de las 20
h de cultivo.

2.2.1.3.4. Adicién del factor de crecimiento epidérmico (EGF)

Los factores de crecimiento tienen un papel regulador, tanto autocrino como
paracrino, en las funciones ovéricas. Se sabe que el fluido folicular porcino contiene
niveles significativos de EGF, aproximadamente 15 ng/mL (Hsu et al., 1987), y se han
encontrado en el ovario sitios de unioén para este factor que fluctiian segun el estado de
maduracion del foliculo (Feng et al., 1987). Ademas, se ha demostrado la presencia de
ARNm, de su receptor (EGF-R) y del péptido EGF en el ovocito y en las células del
ciumulus y de la granulosa (Singh et al., 1995), lo que indica que existe una produccion

local de EGF por parte de estos tejidos.

El efecto estimulatorio del EGF sobre la MIV de los ovocitos se ha probado en
varias especies: cerda (Ding y Foxcroft, 1994b), rata (Dekel y Scherizly, 1985), raton
(Downs et al., 1988), vaca (Lorenzo et al., 1994; Lonergan et al., 1996) y mujer (Das et
al., 1991). En porcino, la acciéon del EGF sobre la maduracion nuclear y citoplasmatica de
los ovocitos debe estar, en parte, mediada por su unidon a los receptores presentes en las
células del camulus, pues al madurar ovocitos denudados en presencia o ausencia de EGF,
no se observaron diferencias en los porcentajes de reanudacion de la meiosis (Coskum y
Lin, 1992) ni en la formaciéon de PNM (Wang y Niwa, 1995). Ademads, Ding y Foxcroft
(1994b) demostraron que el EGF era capaz de estimular por si solo la maduracién nuclear
en ovocitos rodeados por células del cimulus, pero que precisaba la interaccion con las

gonadotropinas para incrementar la maduracion citoplasmatica.

Los receptores para el EGF en las células de la granulosa se ven incrementados por
el tratamiento con FSH (Fujinaga et al., 1992) y reducidos por tratamiento con LH/hCG
(Feng et al., 1987); y a su vez, el EGF suprime el incremento, mediado por la FSH, de
receptores para la LH en las células de la granulosa (May y Schomberg, 1989). Harper y
Brackett (1993) han sugerido que estas interacciones entre el EGF y las gonadotropinas en
la regulacion de los receptores podrian desempeiar un importante papel durante la

maduracion de los ovocitos. Desde un punto de vista funcional, las interacciones entre el
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EGF y las gonadotropinas podrian dar lugar a cambios en la esteroidogenesis de los tejidos
foliculares, que afectarian a la maduracion del ovocito (Ding y Foxcroft, 1994b). Wang y
Niwa (1995) establecieron un efecto sinérgico del EGF y las gonadotropinas eCG y hCG

en la maduracion citoplasmatica de los ovocitos porcinos, en un medio libre de proteinas.

Por otra parte, Abeydeera et al. (1998c, 1999b) comprobaron que la adiciéon de 10
ng/mL de EGF a un medio de maduracién con PFF (1998c) o libre de proteinas (1999b)
mejoraba sustancialmente el posterior desarrollo embrionario hasta blastocisto (42% con
EGF vs 21% sin adicion, en presencia de PFF; y 37% con EGF vs 22% sin adicion, en
medio libre de proteinas); y lograron el nacimiento de lechones tras la transferencia
embrionaria (Abeydeera et al., 1998c). Ademads, la presencia de EGF durante la
maduracion de los ovocito increment6 la concentracion intracelular de GSH (11,4 vs 5,9
pmol/ovocito) y el nimero de células de los blastocistos (37-41 vs 26 células) (Abeydeera
et al., 1999b). Por lo que el efecto positivo de la adiciéon de EGF sobre la formacion de
PNM vy sobre el desarrollo embrionario podria venir mediado por el aumento intracelular

de GSH en los ovocitos madurados.

La concentracién de EGF como suplemento en los medios de MIV porcinos mas
empleada es la de 10 ng/mL. En un estudio en el que se analizaron diferentes
concentraciones de EGF (0, 1, 10, 20 y 40 ng/mL), no se observaron diferencias en el
porcentaje de ovocitos que alcanzaron la MII a las 44 h, aunque si fue mayor este
porcentaje a las 33 h de maduracion en el caso de la concentracion de 40 ng/mL de EGF
(Abeydeera et al., 1998c¢). El desarrollo hasta blastocisto fue superior para la concentracion
de 10 ng/ml (42%), sin encontrarse diferencias significativas entre 1 y 20 ng/mL (33% vs
35%) 6 entre 0 y 40 ng/mL (21% vs 24%) (Abeydeera et al., 1998c). La reduccion del
desarrollo embrionario a concentraciones superiores a 10 ng/mL pudo deberse a la
aceleracion de la maduraciéon nuclear experimentada por los ovocitos que, como
consecuencia, provocd un envejecimiento de los mismos, pudiendo comprometer su

capacidad de desarrollo posterior.
FEl mecanismo de accion del EGF en la induccion de la maduracion de los ovocitos

porcinos fue estudiado por Coskun y Lin (1995), quienes sugirieron que el EGF podria

actuar estimulando la ruta de la proteinkinasa C. Asimismo, recientemente se ha
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descubierto que el EGF estimula, en los COCs provenientes de foliculos de 6-7 mm, la
produccion de acido hialurénico y su retencion dentro de la matriz extracelular de los
cimulus expandidos (Prochazka ef al., 2000). Como se vera en el apartado de FIV, el acido
hialurénico estimula la capacitacion de los espermatozoides sin inducir la reaccion
espontanea del acrosoma (Rodriguez-Martinez et al., 1997, 1998a), lo que tiene un efecto

positivo sobre la monospermia.

2.2.1.3.5. Células somaticas foliculares

La maduracién de ovocitos porcinos en presencia de células foliculares o de sus
secreciones es beneficiosa para la formacion de PNM (Mattioli et al., 1988a; Zheng y
Sirard, 1992), como quedd demostrado en estudios de MIV de ovocitos porcinos, en los
que se utilizaron tanto ovocitos unidos a la pared completa del foliculo extravertido (Ding
y Foxcroft, 1992) como medios acondicionados derivados del cultivo de ovocitos unidos a
la pared del foliculo (Mattioli et al., 1988a, 1988b). Posteriormente, Mattioli et al. (1989)
verificaron la mejora en la maduracion citoplasmatica de los ovocitos al obtener, en
condiciones similares de maduraciéon, el nacimiento de crias tras la transferencia de

embriones MIV-FIV.

El cocultivo de COCs con fragmentos de pared folicular (FPF), seguido de
activacion eléctrica de los ovocitos (Liu et al., 1997) dio lugar a una mayor division
celular. En un estudio mas reciente, Abeydeera et al. (1998b) examinaron el efecto del
cocultivo de ovocitos porcinos con FPF (que contenian células de la granulosa y de la teca)
durante la MIV y confirmaron la mejora en la maduracion citoplasmatica de los ovocitos,
al incrementarse de manera notable la concentracion intracelular de GSH en los ovocitos
cocultivados con FPF, comparado con la no adicion de FPF (8,7 vs 6,4 posm/ovocito).
Ademas, el cocultivo con FPF incremento significativamente el desarrollo hasta blastocisto
(36% vs 18% sin cocultivo), que podria ser debido al efecto protector del GSH sobre el
dafio oxidativo a lo largo del cultivo embrionario en condiciones de 5% de CO, y 20% de
0O;. Se sugiri6 que este incremento en la produccion de GSH se podria producir gracias a la
reduccion de la tension de oxigeno en presencia de FPF, como ha quedado demostrado en

cultivos con células de oviducto (Bavister, 1988), de modo que se aminorara la oxidacion
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de la cisteina del medio y pudiera ésta ser utilizada por los ovocitos y las células del

cumulus para sintetizar GSH.

Estos hallazgos sugieren que las células foliculares secretan, durante el cultivo, una
serie de sustancias que van a jugar un papel importante en la maduracion de los ovocitos,
mejorando la maduracion citoplasmatica y/o eliminando factores perjudiciales del medio
(Abeydeera et al., 1998c). Entre las sustancias secretadas por las células de la granulosa
durante el cultivo in vitro se encuentran el TIMP-1 (inhibidor tisular de las
metaloproteinasas) (Funahashi y Day, 1997) y el IGF (factor de crecimiento similar a la
insulina) (Hammond et al., 1985). Como veremos en el apartado 2.2.1.3.8, la adicion de
TIMP-1 al medio de maduracién aumenta la capacidad de desarrollo preimplantacional de
los ovocitos (Funahashi ef al., 1997¢). Asimismo, la presencia de IGF-1 durante la MIV de
ovocitos porcinos es también beneficiosa para el posterior desarrollo hasta blastocisto (Xia

etal., 1994).

Aunque no se conoce el mecanismo a través del cual determinados factores
secretados por las células foliculares influyen en el proceso de la maduracion, en parte
puede ser debido a que ayudan a mantener una correcta comunicacion intercelular entre el
ovocito y las células del camulus (Mattioli et al., 1988a); lo que favorece la cooperacion
metabolica entre estas células (Mattioli et al., 1988b) y estabiliza la distribucién de los

granulos corticales en el citoplasma (Galeati ef al., 1991).

Sin embargo, Liu et al. (1997) sugieren que la maduracién completa de los ovocitos
porcinos no es solo consecuencia de las acciones ejercidas por los factores secretados por
las células foliculares, sino de su accion combinada con las gonadotropinas presentes en el
medio de maduracion. Ding y Foxcroft (1994b) demostraron que la presencia combinada
de células foliculares y gonadotropinas durante la MIV de los ovocitos porcinos ayudaba a
mantener los niveles de progesterona y estradiol del medio en unas proporciones

adecuadas.
No obstante, el uso de células foliculares en sistemas de cultivo estaticos tiene

detractores (Nagai, 2001), que argumentan que la presencia de un elevado nlimero de estas

células en un pequefio volumen de medio de maduracién puede ser perjudicial para los

52



Revision bibliografica

ovocitos porcinos, debido a los altos niveles de progesterona secretados por las células
foliculares diferenciadas, una vez se adhieren al suelo de las placas de cultivo (Nagai ef al.,
1993). Para prevenir esta adhesion celular, se podrian establecer sistemas no estaticos de

cultivo (Staigmiller y Moor, 1984).

2.2.1.3.6. Efecto negativo de altos niveles de NaCl en el medio: reduccion

de la concentracion de NaCl y adicion de sorbitol

La maduracion de ovocitos porcinos en dos medios, cuya principal diferencia es el
contenido de NaCl (medio Whitten: 68,5mm y medio TCM-199: 116 mM), dio lugar a
diferencias en la tasa de formacion de PNM, siendo superiores las obtenidas al utilizar el
medio Whitten (Funahashi et al., 1994c¢). Se sugiri6 que altas concentraciones de NaCl en
el medio de maduracion podian ocasionar una inadecuada maduracion citoplasmatica. Para
demostrarlo, Funahashi et al. (1994b) cultivaron ovocitos porcinos en medio Whitten y
vieron que al reducir la concentracion de NaCl de 68,5 a 44,5 mM se incrementaba de
manera significativa la formaciéon de PNM y la concentracion intracelular de GSH en los

ovocitos, mientras que se reducia al elevar la concentracion de NaCl a 92 y 140 mM.

Al mismo tiempo, se detectd que el espacio perivitelino de los ovocitos madurados
en medio Whitten con bajo nivel de NaCl era mas ancho y los ovocitos menos
poliespérmicos (Funahashi et al., 1994b). El espacio perivitelino de los ovocitos MIV suele
ser mas estrecho que el de los madurados in vivo, y ello podria interferir en la adecuada
diseminacion del contenido de los granulos corticales, retrasando el establecimiento de la
reaccion cortical. Por lo que se ha planteado, como una futura via para solucionar el
problema de la poliespermia, el estudio de medios de MIV con los que se obtengan

ovocitos con un espacio perivitelino mas ancho.

Por otra parte, al utilizar en la maduracién de ovocitos porcinos el medio Whitten
(68,5 mM de NaCl) complementado o no con sorbitol (Funahashi et al., 1996a), se
obtuvieron mayores niveles de GSH intracelular y un desarrollo a blastocisto superior con
la complementacion. Asimismo, los ovocitos madurados en presencia de sorbitol

exhibieron una organizaciéon normal de los microfilamentos. Segun estos resultados, se
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sugiridé que el sorbitol era capaz de mantener unas fuerzas idnicas apropiadas cuando el

medio extracelular contenia altos niveles de NaCl.

2.2.1.3.7. Sincronizacidn del desarrollo de los ovocitos

En la mayoria de los sistemas de MIV, los ovocitos se recogen por aspiracion de
foliculos de tamafio medio (3-7 mm) de ovarios de matadero. Al clasificarlos segln las
caracteristicas morfologicas establecidas por Motlik y Fulka (1976), se ha observado una
amplia variabilidad en la morfologia nuclear de la vesicula germinal (VG) de estos
ovocitos (Funahashi et al., 1997a; Guthrie y Garrett, 1999), que podria influir en su
progresion meidtica, maduracién citoplasmdtica y posterior desarrollo embrionario
(Abeydeera, 2002). Por el contrario, la morfologia nuclear del estadio de VG esta muy
sincronizada en las cerdas en el momento del pico preovulatorio de la LH (Funahashi et

al., 1996b).

Se han descrito diversas modificaciones en las condiciones de cultivo, con la
finalidad de sincronizar el estadio de VG entre la recuperacion de los ovocitos de los
foliculos y la rotura de la VG. Funahashi et al. (1997a) preincubaron ovocitos en medio de
MIV sin hormonas durante 12 h antes de la MIV y comprobaron que los ovocitos
preincubados se desarrollaban a blastocisto en mayor proporcién que los no sometidos a
preincubacion (9% vs 23%). Un periodo de cultivo previo a la maduracion podria permitir
que los ovocitos de foliculos mas pequefios (dentro de la categoria media) alcanzara un

estadio similar al de los ovocitos de foliculos mayores (Abeydeera, 2002).

En otro experimento, estos mismos autores expusieron a los ovocitos a dibutiril
APM ciclico (dbAMPc) durante las primeras 20 h de MIV, sin incubacion previa
(Funahashi et al., 1997b). La presencia de dbAMPc no afecto a la tasa de maduracion o de
penetracion, pero incrementd la homogeneidad de la maduracion nuclear de los ovocitos.
Ademas, el desarrollo embrionario a blastocisto se increment6 notablemente en presencia
de dbAMPc respecto a los controles (22% vs 4%). La hipoxantina (Miyano ef al., 1995), al
igual que el dbAMPc (Funahashi et al., 1997b) inhibe la reanudacion de la meiosis de
manera reversible, por lo que el tratamiento con hipoxantina durante la MIV puede ser que

produzca el mismo efecto que el dbAMPc sobre el ovocito.
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2.2.1.3.8. Adicion de inhibidor tisular de las metaloproteinasas-1 (TIMP-1)

El TIMP-1 (inhibidor tisular de las metaloproteinasas-1) es secretado por las células
de la granulosa (Smith et al., 1994) y de la teca (Shores, 1999) porcinas en la fase
preovulatoria, y parece ser un factor esencial para que el ovocito alcance la capacidad de
desarrollo preimplantacional. Funahashi ez al. (1997¢), combinando el efecto del dbAMPc
y del TIPM-1, disefiaron un protocolo de MIV en dos fases en el que cultivaron a los
ovocitos en presencia de dbAMPc durante las primeras 20 h de maduracion y con TIPM-1
las restantes 24 h de cultivo, obteniendo unos altos porcentajes de blastocistos (34%) tras

la FIV de los ovocitos, sin verse afectados los factores asociados a la fecundacion.

Se desconoce el mecanismo por el cual el TIPM-1 es capaz de mejorar el desarrollo
a blastocisto de los ovocitos porcinos sin afectar a la fecundacion. Es interesante apuntar
que el momento efectivo de la adicion de TIMP-1 al medio de MIV (a partir de las 20 h)
coincide con el momento de sintesis de la ciclina B1 y las MAP kinasas. Las MAP kinasas
estdn involucradas en la regulacion de la maduracion meidtica de los ovocitos,
especialmente tras la rotura de la VG (Inoue et al., 1995). Para clarificar este efecto

estimulatorio por parte de la TIPM-1 se necesitan futuras investigaciones.

2.2.1.3.9. Enriquecimiento con fluido oviductal porcino o con

glicoproteina especifica del oviducto porcino (pOSP)

En un interesante estudio llevado a cabo por Day et al. (2000b), se compararon
parametros morfologicos, fisicos y de FIV de ovocitos MIV, ovocitos madurados in vivo
ovulados, y ovocitos madurados in vivo no ovulados procedentes de foliculos
preovulatorios y que, por tanto, todavia no habian sido expuestos al ambiente oviductal. A
diferencia de los ovulados, los ovocitos MIV y los preovulatorios se asimilaron en los
parametros evaluados. En este mismo estudio, expusieron a los ovocitos MIV al oviducto
en estro de una hembra durante un periodo de 4 h, mediante transferencia quirtrgica, y
comprobaron que los ovocitos MIV sufrieron los mismos cambios morfologicos y fisicos
que los apreciados en los ovulados. Ademas, los ovocitos MIV expuestos al oviducto
tuvieron las mismas tasas de penetracion que los no expuestos (87% vs 83%), pero una

poliespermia mucho menor (26% vs 67%). Hay que destacar la estrecha similitud entre
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estos resultados y los obtenidos por Wang et al. (1998), al analizar la incidencia de

poliespermia tras la FIV en ovocitos MIV (65%) comparado con ovocitos ovulados (28%).

Parece evidente que tras la ovulacion, los ovocitos porcinos sufren modificaciones
dentro del oviducto que van a desempenar un importante papel en la prevencion de la
poliespermia. Coy et al. (1999) transfirieron ovocitos MIV a hembras receptoras y los
fecundaron en condiciones in vivo, obteniendo descendencia viva. Es decir, que el
establecimiento de un método realmente eficaz de prevencion de la poliespermia podria
pasar por la exposicion de los ovocitos a un medio que imitase, en la medida de lo posible,

al oviductal.

En un estudio llevado a cabo por Kim et al. (1996), en el que los ovocitos MIV
fueron cocultivados 1,5 h antes de la FIV con fluido oviductal (FO) de cerdas en dia 20-21
del estro, se consiguid una reduccion de la poliespermia. Al observar, mediante
microscopia léser, la reaccidon cortical experimentada tras la FIV por estos ovocitos y por
ovocitos ovulados se comprobo que era de similar intensidad (Kim et al., 1996). Estos
autores sugirieron que algunas de las glicoproteinas del FO podrian entrar en el espacio
perivitelino, facilitando la exocitosis sincronizada de los granulos corticales y

promoviendo la reaccidon de zona.

De modo que, parece ser que los ovocitos no desarrollan completamente la
capacidad de experimentar una reaccion cortical eficaz hasta que no alcanzan el oviducto y
se exponen a sus secreciones (Wang et al., 1998). Este hallazgo apunta la posibilidad de
que el FO contenga algtn factor que, de algin modo, favorezca el establecimiento de una
correcta reaccion cortical que evite la entrada en el ovocito de més de un espermatozoide.
Lamentablemente, la dificultad en la obtencion de FO de hembras en dia 20-21 de estro es
un obstaculo para la implantacion de esta mejora como rutina, por lo que seria de gran

utilidad descubrir y aislar estos factores activos del FO.
Se han identificado una serie de proteinas sintetizadas y secretadas por el oviducto

en respuesta a las hormonas ovdricas. La mas abundante es una glicoproteina estrogeno-

dependiente conocida como pOSP (Buhi et al., 2000). Esta glicoproteina se ha localizado
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en la ZP y espacio perivitelino de los ovocitos oviductales, lo que sugiere un posible papel

dentro de la interaccion del ovocito con el espermatozoide (Buhi et al., 1993).

En un estudio realizado por Kouba et al. (2000), en el que los ovocitos fueron
expuestos a pOSP antes y durante la FIV, se obtuvo una notable reduccion de la
poliespermia respecto al control (29% vs 61%) y una disminucién de la unién de
espermatozoides a la ZP, sin que la tasa de penetracion se viese comprometida. Este
tratamiento también mejord el desarrollo a blastocisto de los embriones MIV-FIV. Pero, al
exponer a los ovocitos al pOSP tanto antes como durante la fecundacion, no se pudo
determinar si este efecto beneficioso se debia a la interaccion de la glicoproteina con los
ovocitos y/o con los espermatozoides. Un estudio reciente (McCauley et al., 2001), en el
que solo los ovocitos fueron expuestos a la pOSP y en el que también se logré reducir la
poliespermia, ha demostrado, al menos, el efecto positivo de la interaccion de la pOSP con

los ovocitos.

2.2.2. Fecundacion in vitro

La fecundacién de ovocitos porcinos en el oviducto de la hembra tiene lugar
durante unas pocas horas después de la ovulacion, y en el 95% de los casos la penetracion
es monospérmica (Abeydeera, 2002). En los animales de laboratorio y domésticos, la
relacion de espermatozoides/ovocito en el momento inicial de la penetracion es cercano a
la unidad, y esta proporciéon aumenta sélo tras el establecimiento del bloqueo de la
poliespermia en la ZP (Hunter, 1993). No obstante, en la especie porcina al depositar de
forma artificial un nimero excesivo de espermatozoides en el oviducto de las hembras en
el momento de la fecundacién, también un alto porcentaje de ovocitos sufrieron

penetraciones poliespérmicas in vivo (Hunter, 1973).

A diferencia de la situacion in vivo, in vitro los ovocitos son expuestos a un elevado
numero de espermatozoides capacitados durante un largo periodo, dando lugar en muchos
de los casos a penetraciones poliespérmicas (Nagai, 1994). La incidencia y el grado de la
poliespermia son una indicacién del niimero de espermatozoides capacitados en la

proximidad inmediata de los ovocitos porcinos ovulados in vivo, segun Hunter y Nichol
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(1988); lo que también se cumple en el caso de los madurados y fecundados in vitro, segiin
Abeydeera et al. (1997). Por otra parte, de acuerdo con Wang et al. (1999b), la
poliespermia in vitro podria deberse a un retraso en el establecimiento de la reaccion de la
ZP unido a la penetracion simultanea de los espermatozoides; por lo que al incrementarse
el nimero de espermatozoides en las cercanias del ovocito, se aumenta la probabilidad de

penetraciones simultaneas.

Los espermatozoides que acaban de sufrir o estdn experimentando una reaccion
acrosdmica espontanea son capaces de unirse fuertemente a la ZP del ovocito gracias a la
proacrosina de su matriz acrosomal, considerada como una molécula de unidon secundaria
(Jones, 1990); por lo que no so6lo los espermatozoides capacitados, sino también los parcial
o recientemente reaccionados son capaces de penetrar al ovocito. Ademas, el tiempo que
emplean los espermatozoides parcialmente reaccionados en penetrar al ovocito es menor
que en el caso de los capacitados, pues estos ultimos aun tienen que sufrir la reaccion

acrosOmica tras la interaccion con la ZP (Funahashi y Nagai, 2001).

Seglin un reciente trabajo realizado por Funahashi y Nagai (2001), un gran niimero
de penetraciones poliespérmicas podrian estar provocadas por la penetracion simultdnea en
el ovocito de espermatozoides que acaban de experimentar una reaccidon acrosoémica
espontanea. Teniendo en cuenta los resultados del trabajo anteriormente citado (Funahashi
y Nagai, 2001), se podria ampliar la afirmacion hecha por Hunter y Nichol (1988) diciendo
que: la incidencia y el grado de la poliespermia in vitro son una indicacion del namero de
espermatozoides capacitados, parcialmente reaccionados y/o que acaban de experimentar
una reaccion acrosdmica espontdnea, presentes en la proximidad inmediata de los ovocitos

porcinos.

La penetracion espermatica activa al ovocito que, en respuesta, libera el contenido
de los granulos corticales (GC) al espacio perivitelino. La exocitosis de los GC juega un
importante papel en la modificacion de las propiedades de la ZP y/o en el establecimiento

del bloqueo de la poliespermia (Yanagimachi, 1994).

Wang et al. (1997b) observaron una exocitosis incompleta en los ovocitos porcinos

inmaduros nuclearmente y retrasada en los que alcanzaron el estadio de metafase II,
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sugiriendo que la poliespermia de los ovocitos MIV podia ser consecuencia de una
inadecuada maduracion citoplasmatica. A su vez, Cran y Cheng (1986) y Yoshida et al.
(1993a) comprobaron que tanto los ovocitos madurados y fecundados in vivo como in vitro
eran capaces de liberar el contenido de los GC tras la penetracion; pero encontraron
algunas diferencias en la exocitosis de los GC entre ambos, principalmente una liberacion
mas rapida y una mayor dispersion de su contenido en el espacio perivitelino en el caso de
los madurados y fecundados in vivo. Por el contrario, Wang et al. (1998) compararon la
liberacion de los GC en ovocitos MIV y ovulados 6 h después de la FIV, sin observar
diferencias ni en el tiempo ni en el grado en que se produjo la exocitosis; aunque la
incidencia de poliespermia en los ovocitos MIV comparado con los ovulados continud

siendo mucho mayor (65% vs 28%).

Las diferencias existentes entre las condiciones de fecundacion in vivo e in vitro, y
no solo los problemas relacionados con una inadecuada maduracion, se han planteado
como una posible causa de la elevada incidencia de la poliespermia in vitro. Para
corroborar esta hipotesis, Coy et al. (1993) fecundaron in vitro ovocitos que habian sido

madurados in vivo, y comprobaron que también sufrian penetraciones poliespérmicas.

Tomando en conjunto lo descrito anteriormente, hay que pensar en la poliespermia
como un problema complejo en el que estan involucradas tanto las condiciones de MIV del
ovocito, como las de capacitacion in vitro del semen y de cocultivo in vitro de los
espermatozoides con los ovocitos. Por lo que la reduccion de la poliespermia se deberia
abordar incidiendo en todos y cada uno de los puntos criticos que se presentan a lo largo
del proceso de MIV-FIV de ovocitos porcinos. Segin Abeydeera (2002), el sistema ideal
de FIV porcina seria aquél con el que se lograran tasas de penetracion superiores al 80%

con una poliespermia inferior al 10%.
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2.2.2.1. Factores que afectan a la penetracion y a la poliespermia durante la

capacitacion espermatica y/o la fecundacion in vitro

2.2.2.1.1. Procedencia de los espermatozoides

En muchos laboratorios, el semen eyaculado no congelado es la principal fuente de
espermatozoides utilizada como rutina en los estudios de FIV porcina (Abeydeera, 2002).
Sin embargo, Xu et al. (1996a, 1996b) observaron grandes variaciones en las tasas
penetracion y poliespermia entre verracos, asi como entre diferentes fracciones del mismo
eyaculado. Estos mismos autores comprobaron que al utilizar s6lo la fraccion rica en
espermatozoides del eyaculado, se reducia la variabilidad entre diferentes eyaculados
recogidos del mismo macho. Para disminuir la variabilidad debida al macho al utilizar
semen fresco, Long et al. (1999) han sugerido el empleo de un sélo macho en todas las
réplicas de un mismo experimento. De todos modos, también se han observado diferencias
en las tasas de penetracion y poliespermia al utilizar diferentes eyaculados de un mismo

verraco para la FIV (Sirard ef al., 1993).

El semen refrigerado, es decir, semen fresco eyaculado diluido en medio de
conservacion y mantenido a 15-16°C, también ha sido empleado para la FIV porcina por
diversos autores (Grupen et al., 1997; Grupen y Nottle, 2000). El empleo de semen
refrigerado permite la utilizacion de verracos no alojados en las proximidades del
laboratorio donde se va a realizar la fecundacion in vitro, sin necesidad de que el semen

tenga que ser congelado.

Al utilizar semen congelado procedente de un sélo eyaculado a lo largo de un
mismo experimento se elimina la variabilidad entre eyaculados (Abeydeera y Day, 1997a;
Wang et al., 1991). Sin embargo, se ha demostrado que al emplear semen congelado para
la FIV, el proceso de capacitacion y de pérdida expontanea del acrosoma se acelera en los
espermatozoides congelados-descongelados (Wang er al., 1995); y que tras la
descongelacion, los espermatozoides sufren un rapido descenso de la movilidad (Nagai et
al., 1988). Ademas, el protocolo de FIV que funciona bien para el semen congelado de un
macho, puede no dar buenos resultados con otros verracos, por lo que para cada lote

determinado de semen congelado se ha de ajustar el protocolo de FIV.

60



Revision bibliografica

El semen congelado, a su vez, puede provenir de espermatozoides eyaculados o
epididimales. Rath y Niemann (1997) compararon la capacidad de fecundacion in vitro del
semen eyaculado fresco o congelado, o del semen de epididimo congelado, procedente en
los tres casos de los mismos verracos. Al evaluar el porcentaje de espermatozoides moviles
tras la descongelacion y dilucion final, observaron que el de los espermatozoides de
epididimo congelados (72%) era similar al de los eyaculados frescos (76%) y mejor que el
de los eyaculados congelados (40%); observando menor variabilidad entre verracos en el
caso de los espermatozoides epididimales. Asimismo, las tasas de division embrionaria
fueron mejores al utilizar espermatozoides de epididimo (60%) que eyaculados (15% con

frescos y 16% con congelados).

Segun Yanagimachi (1994) el hecho de que los espermatozoides eyaculados
presenten una mayor resistencia a la capacitacion in vitro que los epididimales se puede
deber a que su membrana plasmatica es mas estable, ya que ha entrado en contacto con los
factores de decapacitacion presentes en el plasma seminal que se adhieren firmemente a su
superficie, dificultando el proceso de capacitacion. Quiza esto explique los mejores
resultados obtenidos con los espermatozoides de epididimo. No obstante, el uso de
espermatozoides de epididimo presenta el inconveniente de que, al ser recogidos tras la
muerte del animal, se excluye su utilizacion para el estudio de semen de verracos vivos de

alto valor genético (Niemann y Rath 2001).

2.2.2.1.2. Preincubacion espermatica

La capacitacion in vitro de espermatozoides de verraco se consiguidé por primera
vez gracias a Nagai ef al. (1984), quienes preincubaron semen procedente de epididimo a
concentraciones altas (2x10® spz/mL) durante 4 horas antes de la FIV en medio Krebs
Ringer Bicarbonato modificado. Cheng (1985) consiguié capacitar semen eyaculado en
medio TCM199 utilizando un protocolo similar, aunque con niveles mas elevados de
calcio y con un pH superior. Posteriormente, se comprobd que la preincubacion
espermatica no era necesaria para lograr la penetracion, si el medio de FIV era rico en

calcio (Martinez et al., 1996).

61



Revision bibliografica

Mattioli et al. (1996), comprobaron que el semen eyaculado fresco o el refrigerado
conservado a 16°C durante 1-3 dias respondian de un modo diferente al tratamiento de
preincubacion, utilizando para valorar el estado funcional de los espermatozoides la tincion
de clortetraciclina (CTC). Al inicio del periodo de preincubacion, el semen refrigerado
conservado durante 3 dias presentaba un mayor porcentaje de espermatozoides capacitados
que el conservado durante 1 dia o que el recién recogido. Sin embargo, la evolucion del
patron de capacitacion durante la preincubacion fue diferente; ya que la capacitacion en el
semen fresco se produjo de un modo progresivo a lo largo de las 3 horas de incubacion,
mientras que el semen refrigerado presentd un mayor porcentaje de espermatozoides
capacitados en la primera hora de incubacion, sin incrementarse éste al prolongarse el
tiempo de incubacion. Por lo que estos autores (Mattioli et al., 1996) recomendaron
periodos de preincubacion de 3-4 horas para el semen fresco, y mas reducidos para el
semen refrigerado. Por otra parte, se ha descrito que la preincubacién en semen eyaculado
congelado y descongelado reduce notablemente el porcentaje de espermatozoides moviles

(Nagai et al., 1988).

La composicion del medio en el que se preincuba a los espermatozoides afecta a los
parametros de la fecundacion (Nagai ef al., 1984; Funahashi y Day, 1993b). En ausencia de
PFF (Nagai et al., 1984), se vio que la preincubaciéon estimulaba la capacitacion e
incrementaba las tasas de penetracion y poliespermia. Al afiadir PFF durante la
preincubacion, Funahashi y Day (1993b) observaron que se estimulaba la capacitacion y la
pérdida espontanea del acrosoma, de modo que durante la FIV se reducia la proporcion de
espermatozoides capacitados y la incidencia de poliespermia. La preincubacion durante 90
minutos en medio TCM199m con 0,4% de BSA enriquecido con 0,1% y 1% de PFF
reducia significativamente los niveles de poliespermia (36% y 32%, respectivamente),
comparado con la no adicion (77%), manteniendo las mismas tasas de penetracion. Pero al
aumentar la concentracion de PFF a un 10%, la proporcion de ovocitos penetrados se
reducia hasta el 37% debido a un marcado incremento de reacciones acrosdmicas
espontaneas durante la preincubacion (Funahashi y Day, 1993b). Sin embargo, la
sustitucion en el medio de preincubacion de la BSA por 10% de FCS bloqueaba el efecto
beneficioso del PFF sobre la poliespermia. Segin Cran y Cheng (1986), la presencia de
FCS durante la FIV reduce la disponibilidad de calcio en el medio, de modo que la

reaccion cortical no puede ser inducida.
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2.2.2.1.3. Concentracion espermatica

La concentracion de espermatozoides presentes durante el cocultivo con los
ovocitos afecta a la penetracion y la poliespermia (Abeydeera y Day, 1997a); ya que a
mayor concentracion de semen, se va a capacitar un mayor niimero de espermatozoides.
Como comentamos anteriormente, la incidencia y el grado de la poliespermia son una
indicacion del numero de espermatozoides capacitados, asi como de aquéllos que acaban
de reaccionar o estan experimentando una reaccion acrosoémica espontanea, presentes en
las inmediaciones de los ovocitos durante la FIV (Abeydeera et al., 1997; Funahashi y
Nagai, 2001). Asimismo, Rath (1992) apunt6 la elevada correlacidon existente entre el
nimero absoluto de espermatozoides por ovocito presentes durante la FIV y la incidencia

de poliespermia.

Segun esto, una sencilla solucién al problema de la poliespermia pasaria por la
reduccion del nimero de espermatozoides presentes durante el cocultivo con los ovocitos.
Sin embargo, la reduccion de la concentracion espermatica suele venir acompanada de
unas bajas tasas de penetracion. Los protocolos de FIV deben disefiarse de modo que
durante el cocultivo, los ovocitos estén expuestos a un numero adecuado de
espermatozoides capacitados, manteniendo asi un equilibrio entre la penetracion y la
poliespermia; ya que si el numero es inferior, la tasa de penetracion se vera reducida,

mientras que si es demasiado elevado, se incrementara la poliespermia.

En este disefio también se han de tener en cuenta las variaciones en la calidad del
semen, debidas tanto a diferencias individuales entre los verracos como a los dafos
causados por los procesos de congelacion del semen (Nagai, 1996), asi como diferencias
en la composicion del medio de FIV (Kidson et al., 2001; Martinez-Madrid et al., 2001;
Funahashi y Nagai, 2001), pues todo ello puede modificar el patron de capacitacion; por lo

que la concentracion espermatica va a tener que ser ajustada para cada situacion concreta.

2.2.2.1.4. Tiempo de cocultivo de los ovocitos con el semen

Al igual que ocurre con la concentracion espermatica, una vez se ha alcanzado el

nivel maximo de penetracion, la extension de la duracion del cocultivo solo va a dar lugar

63



Revision bibliografica

a un incremento en la tasa de poliespermia (Abeydeera, 2001); por lo que se recomienda
que el tiempo de cocultivo no exceda de aquél en el que la mayoria de ovocitos han sido

penetrados.

En un trabajo realizado por Abeydeera y Day (1997a), se evaluaron varios tiempos
de cocultivo (3, 6, 9 y 12 h), comprobandose que la prolongacion del cocultivo por encima
de las 6 h no incrementaba la tasa de penetracion (81% a las 6h vs 81% y 88% alas 9y 12
h), pero si la poliespermia (39% vs 59% y 70%, respectivamente). La coincubacién por un
periodo de 3 h dio una tasa de poliespermia muy adecuada (14%), pero se acompaii6 de

una penetracion excesivamente baja (31%).

La duracion 6ptima del cocultivo de los ovocitos con el semen va a depender de las
condiciones a las que sean sometidos los espermatozoides. Por ejemplo, los tratamientos de
lavado, centrifugacion o seleccion previos a la FIV (Matas et al., 2002), asi como las
diferencias en la composicion del medio de fecundacion (Funahashi y Nagai, 2001),
pueden dar lugar a variaciones en el estado de capacitacion de los espermatozoides que,
segun Funahashi y Nagai (2001), podrian influir en el tiempo que precisan éstos para
penetrar al ovocito. De modo que el tiempo 6ptimo de cocultivo va a depender de las

caracteristicas de cada estudio.

2.2.2.1.5. Sistema de cocultivo de espermatozoides-ovocitos

En un reciente trabajo, Grupen y Nottle (2000) propusieron una sencilla
modificacion en el sistema de cocultivo de los gametos durante la FIV, con la que lograron
mayores tasas de penetracion (80% vs 57%) y un incremento en el desarrollo hasta
blastocisto (30% vs 8%), comparado con el sistema convencional. El protocolo de
cocultivo convencional (control) consistia en la incubacion de los ovocitos con los
espermatozoides a una concentracion constante de 0.5-1x10° spz/mL durante 5 h. En el
sistema modificado, los ovocitos fueron expuestos a la misma concentracion de
espermatozoides que en el control durante 10 min y, a continuacion, se transfirieron junto
con los espermatozoides unidos a su superficie a una segunda gota con medio de FIV libre

de espermatozoides, donde se incubaron durante 5 h mas.
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A mayor tiempo de exposicion de los ovocitos con los espermatozoides a la
concentracion total, seria de esperar un incremento en la tasa de penetracion; sin embargo,
en este experimento ocurre lo contrario. Una posible explicacion apuntada por Abeydeera
(2002) es que, como en el sistema modificado los espermatozoides muertos o dafiados se
quedan en la primera gota, las especies reactivas del oxigeno generadas por su
degradacion, que danarian a los ovocitos y los espermatozoides viables a lo largo de las 5 h

de incubacion, no les van a afectar.

2.2.2.1.6. Concentracion de bicarbonato (HCO3")

La mayoria de los medios de FIV contienen HCOj;, que actia como tampon
manteniendo un pH adecuado bajo la atmosfera de cultivo de 5% de CO,. Los niveles de
bicarbonato son mayores en el tracto reproductivo de la hembra que en el eyaculado, lo que
indica un posible papel de este 16n en el proceso de capacitacion in vivo (Harrison, 1996).
El bicarbonato causa una pérdida de materiales presentes en la superficie del
espermatozoide (Ashworth et al., 1995) y alteraciones en la arquitectura de la membrana
plasmatica lipidica (Harrison et al., 1996), que inducen el proceso de capacitacion.
Ademas, durante la capacitacion in vitro en presencia de bicarbonato, muchas proteinas

espermaticas se fosforilan (Flesch y Gadella, 2000).

El HCOs5 estimula la enzima adenilato ciclasa de los espermatozoides mamiferos
(Okamura et al., 1985) y, por lo tanto, la produccion de AMPc. El AMPc promueve la
motilidad y la capacidad fecundante de los espermatozoides en muchas especies (Fraser y
Monks, 1990); como en la bovina mediante un incremento del pH intracelular
(Vijayaraghavan et al., 1985). Ademas, el bicarbonato desempefa un papel importante en
la hiperactivacion de los espermatozoides de raton (Neill y Olds-Clarke, 1987), cobaya
(Bhattacharyya y Yanagimachi, 1988) y hémster (Boatman y Robbins, 1991). En los
espermatozoides de hamster, el HCOs™ estimula el movimiento hiperactivo, la capacitacion
y la reaccidon acrosomica (Boatman y Robbins, 1991). Se sabe que el bicarbonato puede
estimular un flujo temprano y amplio de calcio hacia el citoplasma de los espermatozoides

porcinos (Harrison et al., 1993).
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En el ratdn, el bicarbonato es indispensable durante la FIV de ovocitos, pues en su
ausencia la reaccion acrosomica no tiene lugar (Lee y Storey, 1986), debido a un fallo en la
entrada de calcio en el espermatozoide. A diferencia del raton, los espermatozoides de
cobaya son capaces de penetrar a los ovocitos en medios libres de bicarbonato en presencia
de tampones organicos sintéticos, como Hepes, Tris o Mops, aunque no de manera tan
eficiente como con el bicarbonato (Bhattacharyya y Yanagimachi, 1988); lo que hace
suponer que, ademas de su papel como molécula tampdn del pH, el bicarbonato desempefia
otras funciones. En porcino, Suzuki ef al. (1994a) no lograron obtener penetraciones al
emplear Hepes y sugirieron que la presencia de bicarbonato debia ser necesaria para la FIV
de ovocitos porcinos. Sin embargo, la penetracion conseguida por Abeydeera y Day
(1997a, 1997b) en medio TBM (Tris-buffered Medium), un medio tamponado con Tris y
sin bicarbonato, contradice la idea del requerimiento universal de bicarbonato durante la

FIV porcina.

Segun Umbreit (1957), es necesaria una concentracion de 9,2 mM de bicarbonato
en el medio para alcanzar un pH de 7,2 bajo atmoésfera de 5% de CO, a 37°C, como
resultado del CO, disuelto. En los trabajos en los que se valord la eficacia de los tampones
organicos sintéticos en los medios de fecundacion (Lee y Storey, 1986; Bhattacharyya y
Yanagimachi, 1988; Forsdike y Fraser, 1996; Suzuki et al., 1994a) la FIV se llev6 a cabo a
37 6 39°C en aire. Por el contrario, el estudio de Abeydeera y Day (1997b) se realiz6 en
atmosfera de 5% de CO,, sin que estos autores pudieran determinar si el éxito en la
penetracion se pudo o no deber a una posible produccion de bicarbonato durante el cultivo

bajo sus condiciones de trabajo.

Abeydeera et al. (1997) evaluaron el efecto del aumento de la concentracion de
NaHCOs3 (26-56 mM) y del tiempo de incubacion de los espermatozoides porcinos con
NaHCOj; sobre su capacitacion y reaccion acrosoémica (valorada mediante tincion con
clortetraciclina), observando un efecto estimulatorio sobre estos pardmetros tanto al
incrementar la dosis como el tiempo. El incremento en la motilidad, capacitacion y
reaccion acrosdémica espontanea de los espermatozoides porcinos incubados en un medio
rico en HCOs™ podria estar promovido, seglin lo expuesto anteriormente, por cambios en el
pH, en el nivel de Ca*" y/o de AMPc que tengan lugar en el citoplasma de estos

espermatozoides (Abeydeera et al., 1997).
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2.2.2.1.7. Concentracion de sodio (Na")

Segiin Fraser et al. (1993), la capacitaciéon y la reaccion acrosoémica en los
espermatozoides de raton requiere una concentracion de Na superior a 125 mM. El sodio

extracelular también se necesita en la reaccion acrosomica de los cobayas (Hyne, 1984).

En el estudio de Abeydeera et al. (1997) que comentamos en el apartado anterior, la
adicion de bicarbonato sdédico (NaHCOs) para incrementar la concentracion del ion HCO5',
también aumento la concentracion del ion Na™ de 116,4 mM en el medio de fecundacion
con 26 mM de NaHCOs (control) a 126,4, 136,4 y 146,4 mM en los medios con 36, 46 y
56 mM de NaHCO;. Por lo que el incremento en los niveles de capacitacion y reaccion
acrosOmica que experimentaron los espermatozoides de verraco, al elevarse la
concentracion de NaHCO;, no podria ser totalmente atribuido al cambio en la

concentracion de i6n bicarbonato del medio.

2.2.2.1.8. Concentracion de calcio (Ca*")

Aunque hay varios iones implicados en la modulacion de la funcion espermatica,
parece ser que el calcio es el que juega el papel mas critico (Fraser, 1995), siendo
indispensable para que se produzca la fecundacion en mamiferos (Iwamatsu y Chang,
1971). La presencia de calcio extracelular es necesaria para que los espermatozoides se
capaciten y adquieran la capacidad de sufrir la reaccion acrosomica (Flesch y Gadella,
2000). Ademas, el calcio va a desempenar otro papel muy importante durante la FIV, pues
es necesario en la activacion del ovocito que dara lugar a la exocitosis del contenido de los
granulos corticales y al bloqueo de la poliespermia. De hecho, la penetracion in vitro no
tiene lugar en ausencia de calcio, y su tasa se incrementa a medida que se aumentan los

niveles de calcio (Abeydeera y Day, 1997b).

En un estudio realizado por Abeydeera y Day (1997b), se evaluo el efecto de varias
concentraciones de Ca>" (0’5, 2°5, 5, 7°5 y 10 mM) en el medio de fecundacion TBMm
sobre los parametros de fecundacion. Con la concentracion de 0,5 mM no se logrd

penetracion, mientras que de 2,5 a 10 mM tanto la penetracion como la poliespermia se
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incrementaron proporcionalmente a la cantidad de calcio, sugiriendo que las

. + . . ., ./ ’, .
concentraciones altas de Ca®" estimulaban la capacitacién y/o la reaccion acrosémica.

Por otra parte, no hay que olvidar el efecto que pueden ejercer otros componentes
del medio de FIV sobre los iones de Ca®". Como hemos visto en el apartado 2.2.2.1.7, el
bicarbonato puede estimular el flujo de calcio hacia el interior de los espermatozoides
porcinos (Harrison et al., 1993). Por el contrario, la presencia de FCS en el medio, debido
a sus propiedades de union, va a reducir la disponibilidad de Ca®" extracelular (Cran y

Cheng, 1986).
2.2.2.1.9. Medios de fecundacion in vitro

En la FIV de ovocitos porcinos se han empleado diferentes medios de fecundacion,
segun el equipo de trabajo y/o el proposito del estudio; siendo los mas utilizados el medio
TCM-199 (Tissue Culture Medium; Yoshida ef al., 1990; Funahashi ef al., 1994a; Nagai y
Moor, 1990; Funahashi y Day, 1993b), el medio BO (Brackett and Oliphant Medium;
Wang et al., 1995; Kikuchi et al., 1993; Nagai et al., 1988), la solucion KRBm (Krebs
Ringer Bicarbonato modificada) (Naito et al., 1988), el medio TBM modificado (Tris-
buffered Medium; Abeydeera y Day, 1997a, 1997b) y el medio TALP modificado
(Tyrode-albumin-lactate-piruvate Medium; Rath ef al., 1999). Es dificil establecer una
comparacion entre los medios de fecundacion segun los resultados obtenidos en diversos
trabajos, pues los protocolos empleados por cada equipo nunca son exactamente iguales.
Asimismo, las variaciones en la composicion de los medios afectan a mas de un
componente, por lo que las diferencias en los resultados no pueden ser atribuidas a un solo

factor.

Comparado con los medios TCM199, BO o la solucion KRBm, el medio TBMm
(Abeydeera y Day, 1997a) contiene una mayor concentracion de Ca*” (7.5 mM) y no
presenta iones bicarbonato, entre otras diferencias. En dos estudios diferentes, la misma
concentracién de Ca”" afiadida al medio BO (Mori et al., 1996) o al TBMm (Abeydeera y
Day, 1997b) tuvo un comportamiento diferente sobre la penetracion y poliespermia. Al
utilizar el medio BO (Mori et al., 1996), la mayor tasa de penetracion se alcanzé con 1,125

y 2,25 mM de CaCl,, aumentando también la poliespermia en el segundo caso; mientras
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que al elevar la concentracion de CaCl, a 4,5 mM, se redujo tanto la tasa de penetracion
como la de poliespermia. Sin embargo, al emplear el medio TBMm (Abeydeera y Day,
1997b), el porcentaje de penetracion y de poliespermia aumento a la vez que se incremento
la concentracion de CaCl,, siendo méximas para 7,5 y 10 mM de CaCl,. Ademas de la
diferente composicién en calcio y bicarbonato entre el medio BO y el TBMm, otros
factores diferenciales en cada uno de los trabajos fueron el pH del medio de FIV (7,6 vs
7,2-7,3), el tiempo de cocultivo de ovocitos y espermatozoides (4 vs 12 h), la
concentracion espermatica (5x104 vs 1x106 spz/mL) y la fuente de espermatozoides
(fresco vs congelado). Estas diferencias en la metodologia han podido contribuir en las
variaciones obtenidas en los resultados. Esto es s6lo un ejemplo de la gran variabilidad que
existe en los protocolos de FIV empleados por cada equipo y para cada estudio, que hace

muy dificil su comparacion.

Por otra parte, Rath et al. (1999) estudiaron el efecto de dos medios modificados
respecto al TALP, que se diferenciaban en que el primero contenia CaCl, como fuente de
calcio, mientras que el segundo presentaba lactato célcico; en que el contenido de
NaH,POy4 en el segundo era un 24% superior que en el primero; y en el empleo de dos
antibioticos diferentes: kanamicina y amikacina. Con el segundo medio modificado se
obtuvo una tasa de division mayor (43% vs 18%), y se sugirié que la presencia de una
mayor concentracion de fosfato junto con la disponibilidad de calcio podian ser los

responsables de la mejora.

Lo descrito anteriormente hace suponer, en relacion con el medio de FIV empleado,
que la fecundacion de los ovocitos porcinos va a depender no solo de cada uno de los
componentes que constituyen el medio en cuestion, sino también de la interrelacion entre
ellos.

2.2.2.1.10. Suplementos del medio de fecundacioén

2.2.2.1.10.1. Suplementos macromoleculares

La mayoria de medios de FIV porcina se enriquecen con FCS (Wang et al., 1991) o

BSA (Abeydeera y Day, 1997b) como fuente proteica; pero también se ha probado, bajo
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condiciones definidas, la complementacion con polivinilalcohol (PVA) (Wang et al., 1995)
o polivinilpirrolidona (PVP) (Suzuki et al., 1994b). Suzuki et al. (1994b) compararon
diferentes suplementos en el medio de FIV: BSA, FCS, PVP y PVA; y demostraron que el
tipo de macromolécula afiadida ejercia una influencia significativa sobre la penetracion
espermatica. La tasa mas alta de penetracion se obtuvo al anadir BSA (77%), seguida por
el enriquecimiento con FCS (57%), aunque en ambos casos la poliespermia fue muy
elevada (82% y 79%, respectivamente). En cambio, la penetracion conseguida al afiadir

PVP (27%) y PVA (19%) fue especialmente baja.

Asimismo, la cantidad de BSA o FCS afiadida al medio de FIV puede también
afectar a las tasas de penetracion (Abeydeera, 2001). En el raton, el grado de la
capacitacion espermatica varia segun la concentracion de BSA presente en el medio de
fecundacion (Fraser, 1985; Ward y Storey, 1984). Abeydeera y Day (1997b) evaluaron el
efecto del enriquecimiento del medio de fecundacion TBMm con 0,1% 6 0,4% de BSA
sobre la fecundacion de ovocitos porcinos, sin encontrar diferencias ni en la tasa de
penetracion ni en la de poliespermia, que en ambos casos fue muy elevada. Sin embargo, el
nimero medio de espermatozoides por ovocito penetrado fue mucho mayor con 0,4%
comparado con 0,1% (7,2 vs 3,8); lo que hizo suponer que, en presencia de una
concentracion mas elevada de BSA, se capacitase un mayor nimero de espermatozoides, lo

que facilitaria la entrada de mas espermatozoides en el ovocito.

Respecto al FCS, Cran y Cheng (1986) observaron que la reaccion cortical en
ovocitos porcinos podia ser inducida con un ion6foro de calcio en un medio que contenia
1,8 mM de Ca®" en ausencia de FCS; mientras que en presencia de FCS, la dispersion del
contenido de los granulos corticales dependia de la concentracion extracelular de calcio.
Estos autores sugirieron que debido a las propiedades de union del FCS, en su presencia se
reducia la disponibilidad de calcio extracelular del medio, de modo que la reaccion cortical

en el ovocito podia interrumpirse, lo que favoreceria la poliespermia.
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2.2.2.1.10.2. Cafeina, adenosina y péptido promotor de la fecundacion

(FPP)

La cafeina es un inhibidor de la fosfodiesterasa, por lo que puede incrementar los
niveles de AMPc en los espermatozoides, estimulando su motilidad y capacitacion (Flesch
y Gadella, 2000). Se sabe que la cafeina es capaz de mejorar y prolongar la motilidad de
los espermatozoides de toro (Garbers et al., 1971) y verraco (Garbers et al., 1973), asi
como de estimular la capacitacion de los espermatozoides y la penetracion al estar presente
durante la FIV de ovocitos bovinos (Niwa y Ohgoda, 1988) y porcinos (Wang et al., 1991)
con semen congelado. La capacidad de estimular la capacitacion espermatica de la cafeina

ha sido demostrada mediante el analisis con clortetraciclina (Fraser et al., 1995).

En porcino, la mayoria de los medios de fecundacion se complementan con cafeina.
En principio, parecia ser que en ausencia de cafeina (Wang et al., 1991) o incluso con
concentraciones de 2 mM de cafeina (Nagai et al., 1994) no se producia la penetracion
espermadtica. Pero en estudios mas recientes (Abeydeera y Day, 1997b; Funahashi et al.,
2000b) se demostrd que sin cafeina se llegaban a alcanzar tasas de penetracion del 50%,

aunque la adicidn de cafeina incrementaba estas tasas.

En un estudio realizado por Funahashi et al., (2000a) utilizando semen fresco, se
observé que tanto la adenosina como el péptido promotor de la fecundacion (FPP) eran
capaces de estimular la capacitacion espermatica in vitro e inhibir la pérdida expontanea
del acrosoma; y se sugirid la posibilidad de que estos compuestos actuasen estimulando la
ruta de la adenilato ciclasa/AMPc en los espermatozoides de verraco. Estos mismos
autores compararon el efecto de la adicion de cafeina, adenosina o FPP en el medio de FIV
sobre los parametros relativos a la fecundacion de ovocitos MIV. La penetracion fue mayor
en el medio complementado con cafeina pero, en cambio, la mayoria de las penetraciones
fueron poliespérmicas en presencia de cafeina (87%), comparado con la adenosina (21%) o

el FPP (25%) (Funahashi et al., 2000b).

Recientemente, Funahashi y Nagai (2001) examinaron el efecto de la cafeina y la
adenosina sobre la funcion espermatica y sobre la FIV con semen de verraco congelado-

descongelado. Tanto la cafeina como la adenosina estimularon la capacitacion, pero sélo la
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adenosina inhibié la reaccion acrosdomica expontanea, al igual que sucedid en el
experimento con semen fresco. Tras la FIV, la penetracion se increment6 en presencia de
cafeina y de adenosina, pero la poliespermia aumentd notablemente s6lo en el caso de la
cafeina (92% vs 24,6%). Se sugiri6 que la baja incidencia de poliespermia en presencia de
adenosina, tanto con semen fresco o congelado, podia deberse a su capacidad de
estimulacion de la capacitacion, inhibiendo a la vez las reacciones acrosdmicas
expontaneas (Funahashi ef al., 2000a, 2000b; Funahashi y Nagai, 2001), a diferencia de la
cafeina que estimula tanto la capacitacion como la reaccion acrosdémica expontanea. Por lo
tanto, la sustitucion de la cafeina por adenosina podria ser una via de solucién para aliviar

el problema de la poliespermia.

2.2.2.1.10.3. Acido hialurénico

El acido hialurénico es un glicosaminoglicano producido por los COCs durante el
proceso de maduracion (Rodriguez-Martinez et al., 1997), y ademés estd presente en el
fluido oviductal porcino peri- y post-ovulatorio (Tienthai et al., 2000); lo que sugiere un
posible papel del 4cido hialurénico durante el proceso de fecundacion y/o desarrollo

embrionario (Miyano et al., 1994).

Se sabe que el 4cido hialurdnico estimula la capacitacion espermatica in vitro sin
inducir la reaccion acrosoémica (Rodriguez-Martinez et al., 1997, 1998a). Recientemente,
Suzuki et al. (1999, 2000) han observado un efecto positivo sobre la proporcion de
penetraciones monospérmicas, al afiadir 4acido hialurénico durante la preincubacion
espermatica o el cocultivo de espermatozoides y ovocitos. Segln esto, el dcido hialurénico
podria también estar involucrado en la modulacién de la penetracion espermatica y la

poliespermia.
2.2.2.1.10.4. Glutation (GSH)
Boquest et al. (1999) observaron un mayor desarrollo a blastocisto cuando el medio
de FIV contenia GSH a concentraciones de 0,125 mM (36%) y 0,25 mM (34%),

comparado con la no adicidon (19%). Sin embargo, este incremento en la produccion de

blastocistos no di6 lugar a un aumento en la concentracion intracelular de GSH de los
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zigotos. Por otra parte la adicion de GSH en el medio de FIV a concentraciones de 0,5 mM
(Boquest et al., 1999) 6 0,98 mM (Jeong y Yang, 2001), afectd negativamente el desarrollo
de los embriones. Por tanto, se podria concluir que la presencia de GSH en el medio de
FIV tiene un efecto beneficioso sobre el desarrollo embrionario a determinadas

concentraciones, superadas las cuales, es perjudicial.

La presencia de altas concentraciones de acidos grasos insaturados en su membrana
plasmatica unido a su limitado citoplasma, hacen al espermatozoide especialmente sensible
al dafio oxidativo (Aitken, 1994). Se desconoce el mecanismo por el que la presencia de
GSH durante la FIV mejora el desarrollo embrionario, pero se sabe que el GSH
extracelular previene la peroxidacion lipidica de las membranas celulares ocasionada por
los radicales libres de oxigeno (Avissar et al., 1989), incluidas las de los espermatozoides

(Alvarez y Story, 1984).

Los espermatozoides, de forma natural, generan cantidades moderadas de especies
reactivas del oxigeno como subproductos de su metabolismo (Hammerstedt, 1993); pero
ademas, en condiciones in vitro los espermatozoides muertos o dafiados van a producir
estos productos de degradacion a niveles excesivamente elevados (Abeydeera, 2002). El
GSH presente en el medio de FIV podria actuar protegiendo a los espermatozoides y

ovocitos contra el efecto toxico de las especies reactivas del oxigeno.

2.2.2.1.10.5. Fluido oviductal, células oviductales y glicoproteina

especifica del oviducto porcino (pOSP)

Muchos estudios (Nagai y Moor, 1990; Kim ef al., 1996; Kano et al., 1994; Bureau
et al., 2000) han demostrado el efecto beneficioso del fluido oviductal porcino de hembras
en dia 20-21 del estro, de las células oviductales procedentes de hembras prepuberes o en
estro, y de los medios acondicionados derivados del cultivo de células oviductales, sobre la
disminucion de la poliespermia; lo cual sugiere que las secreciones del oviducto contienen
algin factor que interacciona con los ovocitos y/o los espermatozoides, previniendo la

poliespermia.
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El efecto de las secreciones oviductales sobre el ovocito ya se comentd en el
apartado 2.2.1.3.9. En referencia a su efecto sobre los espermatozoides, se ha identificado
que los polimeros sulfatados, como dextran sulfato, fucoidan, polivinilsulfato y heparina,
compiten con la glicoproteina ZP3 de la zona peltcida de los ovocitos en su union a los
receptores de zona presentes en la superficie de los espermatozoides porcinos, € inducen la
reaccion acrosomica al unirse a ellos (Jones, 1991; Parry et al., 1992). Por lo tanto, los
compuestos sulfatados presentes en el fluido oviductal y folicular podrian unirse a los
espermatozoides y estimular la reaccion acrosdémica, compitiendo de este modo con la ZP3
de los ovocitos y reduciendo el nimero de espermatozoides capacitados disponibles para
unirse a la superficie del ovocito. Esto podria explicar la reduccion de la poliespermia en

presencia de secreciones del oviducto.

La exposicion de los ovocitos a la pOSP (glicoproteina especifica del oviducto
porcino) antes y durante la FIV, provoc6 una notable reduccion de la poliespermia respecto
al control (29% vs 61%) y una disminucion de la unioén de espermatozoides a la ZP, sin que
la penetracion se viese comprometida (Kouba et al., 2000). Este tratamiento también
mejord el desarrollo a blastocisto de los embriones MIV-FIV. Pero, como se expuso
anteriormente, al haber estado tanto los ovocitos como los espermatozoides en contacto
con la pOSP, no se pudo determinar si el efecto beneficioso de la glicoproteina se ejercia
sobre el ovocito y/o sobre los espermatozoides. En un reciente estudio (McCauley et al.,
2001) en el que sdlo los ovocitos fueron expuestos a la pOSP, también se logr6 reducir la
poliespermia. Quedaria por determinar en estudios futuros, si la pOSP ejerce, de algin

modo, una accién positiva sobre el espermatozoide.

2.2.2.1.11. Presencia de células del cimulus durante la fecundacion in vitro

Los ovocitos porcinos son madurados in vitro en presencia de células del cimulus.
Sin embargo, hay autores que mantienen las células del camulus durante la FIV (Yoshida
et al., 1993b; Sawai et al., 1997), mientras que otros denudan los ovocitos previamente al
cocultivo con los espermatozoides (Abeydeera y Day, 1997b; Abeydeera et al., 1998b;
Boquest et al., 1999).
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En una revision realizada por Romar (2001) sobre el efecto de las células del
cumulus durante la FIV, la mayoria de los autores coincidian en que los ovocitos rodeados
por células del cumulus presentaban una tasa mas elevada de penetracion y un mayor
nimero de espermatozoides por ovocito que los denudados. Mattioli et al. (1988a, 1988b)
detectaron ciertas proteinas en los COCs maduros que podrian inducir la reaccion
acrosdmica en espermatozoides de verraco. Ademds el cumulus es muy rico en acido
hialurénico, que como hemos visto, favorece la capacitacion. Sin embargo, en ninguno de
estos trabajos se realizd cultivo embrionario, por lo que se desconocia el efecto sobre el

desarrollo embrionario de los ovocitos fecundados con o sin células del cimulus.

En un trabajo realizado sobre ovocitos bovinos (Zang et al., 1995) para valorar el
efecto de la presencia de células del camulus durante la FIV, se observé una mejora en el
desarrollo embrionario de aquellos ovocitos que habian sido fecundados en su presencia.
Recientemente, Jeong y Yang (2001) han comparado el efecto de la presencia o retirada de
las células del cimulus durante la FIV porcina sobre el desarrollo embrionario. A
diferencia del bovino, en el caso del porcino no se observaron diferencias significativas ni
en la tasa de division (78% vs 65%) ni en el desarrollo hasta blastocisto (16% vs 14%), en

presencia o ausencia de células del cimulus.

2.2.2.1.12. Seleccién de espermatozoides con Percoll®

En un reciente estudio llevado a cabo por Jeong y Yang (2001), la seleccion de
espermatozoides vivos por centrifugacion en gradientes de densidad de percoll (45% /
90%, v/v) a 900 g durante 15 min en semen congelado-descongelado, mejor6 la division
(85% vs 57%) y el desarrollo hasta estadio de blastocisto (24% vs 6%) tras la FIV,
comparado con la no seleccidon por percoll. Ademads, la adicion de GSH al gradiente de
percoll increment6 todavia mas la tasa de desarrollo a blastocisto (30% vs 20% sin GSH)

(Jeong y Yang, 2001).

En el proceso de seleccion, los espermatozoides muertos o danados son eliminados;
de modo que se elimina de la gota de fecundacién la poblaciéon de espermatozoides
responsable de generar una mayor cantidad de especies reactivas del oxigeno, atenuando el

efecto toxico producido por estas sustancias sobre los espermatozoides y ovocitos durante
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la FIV. Es posible este efecto protector sea el responsable de la mejora obtenida en el

desarrollo embrionario al seleccionar los espermatozoides con percoll.

En un trabajo realizado por Matés et al. (2002) en el que se empled el mismo
gradiente de percoll (45% / 90%) y se centrifugo durante 30 min a 700 g, se incremento la
tasa de penetracion, la poliespermia y el numero de espermatozoides por ovocito
penetrado, comparado con otros sistemas de preparacion del semen previo a la FIV en los
que no se empled percoll. Estos autores sugirieron el posible efecto promotor del percoll

sobre la capacitacion espermatica.

2.2.3. Cultivo de embriones

En los primeros estudios sobre cultivo in vitro (CE) de embriones porcinos, no se
logré sobrepasar el estadio de 4 células a partir de embriones de una célula obtenidos in
vivo (Davis, 1985). Este bloqueo en 4 células coincide con la transicion del control
genético de la madre al embrion (Jarrell et al., 1991). Ademas, el estadio de 4 células se
prolonga durante 24 h in vivo, y es la fase en la que se produce el paso de los embriones

porcinos del oviducto al utero (Davis, 1985).

Posteriormente se consiguié superar el bloqueo en 4 células gracias al uso de
oviductos de raton en cultivo (Kriser et al., 1989), al cocultivo con células epiteliales
(Archibong et al., 1989) o al enriquecimiento con fluido oviductal (Archibong et al., 1989)
durante el CE. En cambio, el cultivo in vitro de embriones recogidos de hembras donantes
a partir del estadio de 4 células hasta blastocisto si se podia llevar a cabo en un medio de
cultivo simple basado en el medio Krebs-Ringer bicarbonato (Davis, 1985), sin necesidad

de cocultivo.

En estudios mas recientes, mas del 70% de los embriones porcinos obtenidos in
vivo y cultivados in vitro se han desarrollado hasta el estadio de blastocisto en diferentes
medios: medio Whitten’s modificado (Beckmann y Day, 1993), medio NCSU23 (North
Carolina State University 23; Petters y Wells, 1993), medio lowa State University (Y oungs
et al., 1993) y medio BECM-3 (Beltsville Embryo Culture 3; Dobrinsky et al., 1996). Sin
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embargo, al comparar la eficacia de estos medios para soportar el desarrollo embrionario
de embriones MIV-FIV se encontré un amplio rango (desde 5% a 30%) en la proporcion

de blastocistos obtenida con cada uno de ellos (Abeydeera ef al., 1999a).

Por otra parte, la transferencia embrionaria de zigotos MIV-FIV al oviducto de
hembras receptoras y su posterior recogida, por lavado retrogrado, 5 dias mas tarde dio
lugar a blastocistos con un numero de células notablemente mas elevado (106-136 vs 10-
21) que los controles cultivados in vitro (Funahashi et al., 1994d). Asimismo, al cultivar in
vitro e in vivo embriones de 1-2 células obtenidos in vivo, los blastocistos desarrollados in
vivo también presentaban un mayor numero de células (55 vs 25) que los cultivados in

vitro (Machaty et al., 1998).

Segun Bavister (1995), el ambiente de cultivo utilizado para el desarrollo de los
embriones preimplantacionales, incluso en ausencia de efectos visibles, puede afectar
profundamente a los procesos que acontezcan tras la implantacion. Asimismo, el cultivo in
vitro afecta a la expresion génica de los embriones, tanto en estadios tempranos como
avanzados del desarrollo, aunque su efectos se observen a largo plazo (Duranthon y
Renard, 2002). Incluso siendo compatible con el desarrollo a blastocisto, las
modificaciones en la concentracion salina del medio de cultivo pueden provocar
importantes alteraciones en la expresion de determinados genes (Ho ef al., 1994). Del
mismo modo, la adicion al medio de cultivo de aminoacidos (Ho et al., 1995), factores de
crecimiento (Babalola y Schultz, 1995) o suero (Wrenzycki et al., 1999) puede afectar a la
transcripcion génica maternal y embrionaria. En general, el desarrollo de los embriones en
cultivo es mas lento que in vivo, dando lugar a blastocistos con un menor numero de
células unido a una progresiva pérdida de viabilidad y a un metabolismo reducido

(McKiernan y Bavister, 1994).

Seglin lo expuesto hasta este momento, se podria afirmar que el limitado desarrollo
hasta blastocisto de los embriones porcinos MIV-FIV-CE y su menor calidad, comparada
con los obtenidos in vivo, no se debe a un fallo puntual en el sistema de PIV de embriones,
sino a la combinacion de una maduracion citoplasmatica inadecuada o incompleta, una
elevada poliespermia, una formulacion inadecuada de los medios de cultivos y unas

condiciones de cultivo embrionario suboptimas.
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2.2.3.1. Condiciones del cultivo de embriones

2.2.3.1.1. Tensién de oxigeno

Las condiciones convencionales de incubacion de los embriones durante el CE son
las mismas que las empleadas para la MIV y la FIV, es decir, 5% de CO, en atmoésfera

saturada de humedad a una temperatura de 38,5-39°C.

Sin embargo, Berthelot y Terqui (1996) afirmaron que el desarrollo de embriones
porcinos obtenidos in vivo y cultivados en NCSU23 modificado (sin glucosa pero
enriquecido con lactato, piruvato, vitaminas y mayores niveles de glutamina, NaHCO3 y
BSA) a baja tension de O, era dptimo. En contraste con estos resultados, Machaty et al.,
(1998) no observaron mejora en el desarrollo hasta blastocisto al comparar el cultivo de
embriones obtenidos in vivo en NCSU23 bajo tension reducida (5%) de O, o en
condiciones convencionales (20% O;). No obstante, estos trabajos no son comparables, al

haber diferencias en el medio de cultivo empleado.

Recientemente, Machaty ef al. (2001) han observado un incremento en el desarrollo
a blastocisto y en el numero de células al cultivar mérulas MIV/FIV bajo tension reducida
(5%) de O,. La explicacién propuesta para esta mejora es que la inhibicion parcial de la
fosforilacion oxidativa a partir del estadio de morula tiene efectos beneficiosos sobre el
desarrollo y el numero de células de los blastocistos. Fischer y Bavister (1993) indicaron
que el nivel de O; en la cavidad uterina era menor que en el oviducto. Esta menor tension
de oxigeno podria ser en parte responsable del cambio en la via de producciéon de ATP
(adenosil trifosfato) de fosforilacion oxidativa a glicdlisis en el momento de la
compactacion/blastulacion. Como en condiciones in vivo, los embriones porcinos alcanzan
los cuernos uterinos antes del estadio de morula compacta (Davis, 1985), podriamos pensar
que una reduccién en la fosforilacion oxidativa en beneficio de la glicolisis seria positiva

en el estadio de peri-compactacion.

Se ha propuesto el establecimiento de un CE secuencial: en atmosfera convencional

(20% O,) hasta el estadio de morula y a partir de ahi bajo tension reducida (5%) de O,.

78



Revision bibliografica

2.2.3.1.2. Relacién: embriones/volumen de medio

Se ha demostrado que el cultivo de embriones en volimenes reducidos de medio o
en grupos incrementa significativamente el desarrollo a blastocisto, asi como el numero de
células de los blastocistos en varias especies: raton (Paria y Dey, 1990), mujer (Lane y
Gardner, 1992), vaca (Palma et al., 1992) y oveja (Gardner et al., 1994). Ademas, el
cultivo de embriones en volimenes reducidos aumenta la viabilidad del embrién tras la
transferencia embrionaria (Lane y Gardner, 1992). Asimismo, la disminucion de la relacion
volumen de cultivo/embrion estimula el desarrollo de la masa celular interna de los
blastocistos sin afectar el numero de células del trofoblasto, en embriones de raton
(Gardner ef al., 1997) y vaca (Ahern y Gardner, 1998). Sin embargo en un estudio reciente
realizado sobre embriones humanos (Rijnders y Jansen, 1999), no se observd ninguna

mejora en el desarrollo embrionario al cultivar en grupo o al reducir el volumen de cultivo.

En el porcino, los estudios en los que se valoro el efecto del volumen de cultivo
sobre el desarrollo de los embriones se realizaron hace mas de dos décadas. En el mas
reciente, de 1982 (Menino y Wright, 1982), se compard el efecto de dos sistemas de
cultivo: en microgota de 50 uL en placas de Petri de cristal y en 4 mL en tubos Falcon de
pléstico, con unos 28-29 embriones por placa o tubo, sobre el desarrollo de embriones de 1
célula obtenidos in vivo; alcanzdndose un mayor indice de divisiones completadas en
cultivo con el sistema de 4 mL de medio, aunque sin apreciarse diferencias significativas
en el porcentaje de moérulas y de blastocistos entre los dos sistemas. Mientras que en dos
estudios previos (Pope y Day, 1977; Davis y Day, 1978), el desarrollo embrionario de
embriones de 1 célula obtenidos in vivo fue superior en los cultivados en microgotas frente

al cultivo en tubos.

Una de las hipotesis propuestas para el efecto beneficioso del cultivo en grupo y/o
en pequefio volumen de medio es la produccion de factores autocrinos y/o paracrinos por
parte del embrion en cultivo (Paria y Dey, 1990; O’Neill, 1998), que estimularian el
desarrollo del propio embridon que los genera y el de los embriones vecinos. Segun esto, el
cultivo en volimenes grandes daria lugar a la dilucion de los factores beneficiosos
producidos por el embrion, de tal modo que la concentracion presente en el medio de

cultivo no seria suficiente para ejercer el efecto (Gardner, 1994).
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Entre los posibles factores autocrinos y/o paracrinos implicados se han descrito los
siguientes: factores con propiedades mitogénicas o de diferenciacion, como los factores de
crecimiento PDGF (Platelet-derived Growth Factor) (Thibordeaux et al., 1995) e IGF 11
(Insulin-like Growth Factor II) (O’Neill, 1997); y factores anti-apoptoticos o de
supervivencia, como el TGF (Transforming Growth Factor ) (Brison y Schultz, 1997) y
el PAF (Platelet-activating Factor) (O’Neill, 1998), los cuales actuarian reduciendo los

niveles de apoptosis dentro de la masa celular interna del embrién (Colon y Raff, 1999).

Paria y Dey (1990) sugirieron que el efecto de estos factores de crecimiento o de
supervivencia producidos por el embrién de ratdbn empezaba a ser operativo a partir del
estadio de 8 células o morula, momento en el que comienzan a detectarse en la superficie
del embrion receptores para el factor de crecimiento epidérmico (EGF); mientras que,
recientemente, O’Neill (1998) ha propuesto que los factores de supervivencia autocrinos

solo son requeridos por el embrion de raton antes o durante el estadio de 2 células.

Otra de las hipdtesis, ofrecida por Bavister (1995), es que el incremento en el
nimero de embriones por unidad de volumen podria resultar beneficioso debido,
simplemente, a un agotamiento por parte de los propios embriones de sustancias
embriotoxicas o inhibidoras en el medio, o por una disminucién en la pérdida de
compuestos enddgenos importantes, como aminoacidos, entre otras posibilidades. Segun
este autor, el efecto del tamafo de la gota de cultivo sobre el desarrollo embrionario va a
depender, entre otros factores, de la composicioén del medio de cultivo y de las condiciones

fisicas empleadas.

Para apoyar esta hipotesis, Bavister compar6 dos trabajos en los que se estudi6 el
efecto del nimero de embriones por unidad de volumen, en embriones de hdmster. En uno
de ellos (Schini y Bavister, 1988), al aumentar el nimero de embriones por microlitro de
medio de 0,24 a 35 se incrementd ampliamente el porcentaje de embriones de 2 células que
se dividieron al menos una vez (de 1% a 34%). El medio de cultivo empleado contenia
glucosa y fosfato, que bloquean el desarrollo de los embriones de hamster en cultivo; lo
cual hace pensar que la mejora se debid, en parte, a un consumo de estos compuestos por
los embriones, que redujo su concentracion en el medio. En cambio, en el otro trabajo

descrito (McKiernan y Bavister, 1994) se emple6 un medio sin glucosa ni fosfato, no
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encontrandose diferencias en el desarrollo a moérula y a blastocisto al cultivar 2, 4 u 8

embriones por gota de medio.

2.2.3.2. Medios de cultivo de embriones

Como hemos visto, el desarrollo hasta el estadio de blastocisto de embriones
obtenidos in vivo se logrd con éxito (>70%) en varios medios de cultivo. Sin embargo, al
comparar la eficacia de estos medios sobre el CE de embriones MIV-FIV, se observo un
amplio rango de resultados (Abeydeera et al., 1999a). El medio con el que se obtuvo el
mejor desarrollo embrionario fue el NSCU23 (30% de blastocistos) seguido por el medio
Iowa State University (14%) y el BECM-3 (12%), siendo el medio Whitten el que dio
peores resultados (5%). Se puede afirmar que, hasta la fecha, el NCSU23 es el medio de
eleccion para el cultivo de embriones MIV-FIV, mientras que para el cultivo de embriones

obtenidos in vivo también son adecuados los otros 3 medios citados.

De todos modos, la capacidad de los embriones de desarrollarse en un medio de
cultivo determinado no indica necesariamente que este medio le proporcione un ambiente
beneficioso o deseable; sino que podria reflejar simplemente su capacidad para tolerar las
condiciones artificiales, quizas a expensas de su viabilidad (Bavister, 1995). Por lo tanto, el
disefio del medio de cultivo es crucial para el posterior desarrollo embrionario pre- y
postimplantacional. En la actualidad hay dos tendencias a la hora de formular los medios
de cultivo: una tendencia mas pragmatica, cuyo principal objetivo es la produccion de
embriones viables, que puede emplear medios de cultivo no definidos para este fin; y otra
tendencia, cuya meta es el conocimiento de los requerimientos basicos de los embriones en
cultivo, para lo cual es fundamental el empleo de medios cuya composicion esté totalmente

definida (Bavister, 1995).

2.2.3.3. Composicion de los medios de cultivo de embriones

2.2.3.3.1. Fuente energética

El disefio del medio de cultivo 6ptimo deberia ser, en principio, aquél que imitara,

en la medida de lo posible, las condiciones ambientales a las que estd sometido el embrion
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in vivo; con el fin de promover una actividad metabolica normal y un desarrollo méximo
del embridn in vitro (Gandhi et al., 2001). Comparado con otras especies, en el porcino no
se ha progresado mucho en el andlisis del metabolismo embrionario y del desarrollo de

medios de cultivo mas apropiados (Gandhi et al., 2001).

Se conoce la concentracidon de piruvato (0,21 mM), lactato (5,71 mM) y glucosa
(0,59 mM) en el oviducto porcino (Nichol et al., 1992), que parece estar controlada por
mecanismos sistémicos (Nichol et al., 1998). Estos valores difieren mucho de los presentes
en el medio NCSU23: 0 mM de piruvato, 0 mM de lactato y 5,5 mM de glucosa. Sin
embargo, el NCSU23 es el medio empleado en la mayoria de sistemas de PIV de
embriones porcinos, pues es el que da mejores resultados en términos de desarrollo a
blastocisto; a pesar de haberse disefiado hace mas de 10 afios (Petters y Reed, 1991),
momento en el que se conocia muy poco sobre las necesidades metabdlicas del embrion
porcino. El éxito en el desarrollo embrionario con el medio NCSU23, a pesar de sus
diferencias respecto a las condiciones in vivo, nos muestra la capacidad de adaptacion de
los embriones a los sustratos energéticos a los que son expuestos en condiciones in vitro vs

in vivo.

Respecto al metabolismo energético del embrion de raton, vaca y oveja, el proceso
de produccion de ATP es un regulador clave para el desarrollo in vitro de los embriones
(Thompson, 2000). Durante las etapas previas a la compactacion, el desarrollo del embrion
depende de la fosforilacion oxidativa de acidos carboxilicos (principalmente el piruvato)
para la obtencion de ATP, mientras que la glucosa es pobremente utilizada; sin embargo,
durante la compactacion y blastulacion, se produce un incremento en la produccion de
ATP mediante glicolisis, lo que origina un aumento significativo en la utilizacién de la
glucosa (Thompson et al., 2000). En general, la produccion de ATP es baja durante las
primeras fases de division, ya que las demandas no son altas; y aumenta tras la

compactacion, respondiendo a un incremento en las necesidades por parte del embrion.

Se sabe que la concentracion de glucosa en las secreciones oviductales porcinas
disminuye dramdticamente en el momento en que los embriones estan presentes en el
oviducto (Nichol et al., 1992). Al igual que ocurre en otras especies, en el porcino se

incrementa en cuatro veces la captacion de glucosa en los estadios de morula y blastocisto
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(Krisher et al., 2000). Sin embargo, en un reciente estudio llevado a cabo por Gandhi et al.
(2001), se observd un aumento en el consumo de glucosa en el estadio de 2 células en
embriones porcinos cultivados en el medio de cultivo secuencial Gardner’s G1.2/G2.2; lo
que indicaria que en esa fase la glicolisis u otra ruta de utilizacion de la glucosa se
encuentra mas activa, y que la glucosa si desempena un papel en los embriones porcinos en
las primeras fases de division. Aunque en este mismo estudio, al utilizar el medio
NCSU23, los embriones consumian menos glucosa en los estadios de 2 a 8 células que en

los de moérula y blastocisto, como ocurre en otras especies.

Ademas, se ha comprobado que la glucosa y/o la glutamina, como fuentes tinicas de
energia, pueden soportar el desarrollo in vitro de zigotos porcinos obtenidos in vivo hasta
blastocisto; lo que indica que las rutas de utilizacion de la glucosa estan activas durante
todo el desarrollo (Petters et al., 1990). No obstante, también en el porcino la actividad del
ciclo de Krebs y la glicolisis se incrementan significativamente en los estadios de moérula y
blastocisto (Flood y Wiebold, 1988). La glucosa, ademas de ser un sustrato energético,
desempefia otras funciones, como la produccion de ribosa y NADPH a través de la ruta
pentosa-fosfato; siendo la sintesis de ribosa importante para el embridn, al ser un precursor

en la sintesis de ADN y ARN.

Abeydeera (2002) ha propuesto la utilizacién de un cultivo secuencial, piruvato y
lactato como sustratos energéticos durantes las primeras 72 h de cultivo, y glucosa a partir

de ese momento.

Otras diferencias encontradas en los embriones porcinos preimplantacionales
respecto a otras especies, es la abundancia de vesiculas lipidicas intracelulares y la
disposicion de las mitocondrias en pequefios agregados intimamente asociados a estas
vesiculas lipidicas, mientras que en otras especies las mitocondrias se distribuyen
homogéneamente en el citoplasma (Smith y Alcivar, 1993). Esto podria indicar que el
metabolismo mitocondrial de los embriones porcinos es unico, por lo que sus

requerimientos podrian también ser diferentes (Gandhi et al., 2001).
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Se han descrito una serie de interacciones entre componentes usuales en la formula

de los medios de cultivo embrionario, que analizaremos a continuacion:

- Piruvato y lactato:

En los primeros estudios sobre el desarrollo de embriones porcinos, se observo que
el piruvato y el lactato, los sustratos energéticos preferidos durante las primeras fases de
desarrollo in vitro en embriones de ratoén, vaca u oveja, inhibian el desarrollo de los
embriones porcinos (Davis y Day, 1978). Mas tarde, se comprob6d que el piruvato en
ausencia de lactato no producia esta inhibicion, mientras que si lo hacia la combinacion de
ambos (Davis, 1985). Por el contrario, en estudios posteriores se han cultivado con éxito
embriones porcinos en medios que contenian glucosa, lactato y piruvato (Beckmann y Day,
1991; Misener et al., 1991); lo que sugiere que el lactato y el piruvato no son perjudiciales

para el desarrollo embrionario en esta especie.

- Lactato y glucosa:

Como hemos visto, el desarrollo hasta blastocisto obtenido con el medio NCSU23
fue superior al logrado con el medio Whitten modificado (30% vs 5%). Una de las
principales diferencias en su composicion es la presencia de lactato sodico en el medio
Whitten (25 mM en medio Whitten vs 0 mM en NCSU23). Por esta razon, Abeydeera et al.
(1999a) probaron a reducir la concentraciéon de lactato en el medio Whitten y a
incrementarla en el NCSU23. Al incrementar los niveles de lactato en el NCSU23 de 0 a
6’25, 12°5 y 25 mM se observo una notable reduccion del desarrollo a blastocisto con la
concentracion de 25 mM de lactato (14%) frente a 0 mM y 12,5 mM (29% y 34%). Sin
embargo, al reducir en el medio Whitten los niveles de lactato de 25 mM a 0, 6’25y 12°5
mM, las tasas de division (66% vs 2%) y de desarrollo a blastocisto (7% vs 0%) se vieron

disminuidas. Ambos medios (Whitten y NCSU23) contienen niveles similares de glucosa.

Por otra parte, al comparar los medios de cultivo (lowa State University y Whitten
modificado), el desarrollo embrionario conseguido fue mayor en el lowa State University
frente al Whitten (14% vs 5% de blastocistos). A diferencia del medio Whitten, el medio

lowa State University tiene menores niveles de lactato (12,9 vs 25 mM) y no contiene
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glucosa. Estos resultados sugieren que la combinacion de lactato+glucosa en el mismo
medio de cultivo resultan perjudiciales para el desarrollo de los embriones porcinos MIV-

FIV.

- Glucosa y fosfato:

La glucosa, en combinacion con fosfato inorganico, inhibe el metabolismo
oxidativo y el desarrollo en los primeros estadios de division de los embriones porcinos
(Petters et al., 1990) y de hamster (Seshahiri y Bavister, 1991b). En los embriones de
hamster cultivados en un medio con glucosa, el fosfato conduce a un incremento en la
glicolisis en detrimento de la fosforilaciéon oxidativa. Este incremento en la actividad
glicolitica se cree que puede tener un efecto inhibitorio sobre la respiracion mitocondrial,

lo que llevaria a un descenso en el consumo de oxigeno.

2.2.3.3.2. Fuentes proteicas: suero fetal bovino (FCS) y albimina sérica

bovina (BSA)

Las proteinas séricas estan presentes en las secreciones uterinas de las cerdas
(Murray et al., 1972). El suero y sus componentes proporcionan al medio de cultivo ciertos
factores, como sustratos energéticos, vitaminas, aminodcidos y factores de crecimiento
(Bavister, 1995), importantes en la formacion y eclosion de los blastocistos (Gardner et al.,
1994; Hochi et al., 1994; Meyen et al., 1989). Los aminoacidos presentes en el suero van a
desempefiar un papel importante como fuente energética, osmorreguladores y
estabilizadores del pH (Bavister, 1995). Sin embargo, el suero no sostiene el desarrollo de
los embriones porcinos en los primeros estadios de division (1-2 células) (Koo et al.,

1997).

La albumina sérica bovina (BSA), ademas de proporcionar al embrion factores
similares a los mencionados para el suero, desempefia una importante funcion bioldgica;
que consiste en secuestrar iones y pequefias moléculas (Maurer, 1992), actuando como
quelante de metales pesados u otras toxinas. Ademads, Pemble y Kaye (1986) han sugerido

que la adicion de proteinas como la BSA al medio de cultivo puede ser esencial, ya que el
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embrion puede captarlas por endocitosis y romperlas, obteniendo sustratos energéticos y

aminoacidos para sus procesos metabodlicos y anabdlicos.

Los requerimientos nutricionales del embrion, y entre ellos los de fuentes proteicas
como la BSA o el suero (principalmente el FCS), no son iguales en los estadios de division
que en los de diferenciacion (morula y blastocisto), como se ha demostrado en numerosos
estudios (Gardner et al., 1994; Hochi et al., 1994; Meyen ef al., 1989; Robl y Davis, 1981).
En un trabajo realizado por Dobrinsky ef al. (1996) sobre embriones porcinos obtenidos in
vivo, la exposicion a FCS de los embriones en sus primeros estadios de desarrollo (de 2 a 8
células) fue perjudicial y disminuy6 significativamente la formacion y eclosion de
blastocistos; mientras que al exponerlos a partir del estadio de morula, el FCS resulto
beneficioso para la formacion y eclosion de los blastocistos. El efecto beneficioso del suero
durante la diferenciacion del embridon podria deberse a la accién de los factores de
crecimiento (Schultz y Heyner, 1993) y de los aminoacidos (Spindle, 1980) presentes en su
composicion, unido a las propiedades antioxidantes del suero (Kan y Yamane, 1983), que
protegen al embrion frente a las especies reactivas del oxigeno producidas durante el

cultivo.

Segun varios autores (Rosenkrans ef al., 1989; Robl y Davis, 1981), la eclosion de
los embriones porcinos en cultivo solo tiene lugar en presensencia de suero. Sin embargo,
Meyen et al. (1989) lograron que blastocistos porcinos eclosionaran en ausencia de suero,
aunque en un menor porcentaje. El efecto estimulatorio del suero sobre la eclosion de los
blastocistos podria deberse a que proporciona al embrioén una fuente de plasmindgeno que,
al transformarse en plasmina, puede degradar proteoliticamente la zona pelicida, como se
ha observado en embriones bovinos (Kaaekuahiwi y Menino, 1990). No obstante, el
significado de la eclosion in vitro y su relacion con la capacidad de desarrollo del embrion

no estan todavia muy claro (Bavister, 1995).

Uno de los problemas que presenta la utilizacion de FCS o BSA, ademas de la falta
de definicion de los medios, es la variabilidad encontrada entre diversos lotes del mismo
producto (Dobrinsky et al., 1996) que, consiguientemente, ocasiona variabilidad en los
resultados obtenidos segin diferentes laboratorios o experimentos dentro del mismo

laboratorio. Respecto a la BSA, se ha aconsejado el empleo de BSA libre de acidos grasos
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(BSA-FAF) en sustitucion a la comunmente utilizada BSA-fraccion V (Bavister, 1995). La
explicacion es que la BSA-V puede contener determinados niveles de contaminantes
(Maurer, 1992), como esteroides, vitaminas, acidos grasos y colesterol, que actien
inhibiendo o estimulando la proliferacion celular (Thomassen, 1989), y que van a variar
entre lotes; mientras que los procesos de extraccion a los que se someten las preparaciones
de BSA-FAF podrian eliminar parcial o totalmente estos contaminantes (Dobrinsky et al.,

1996), colaborando a una mayor definicion del producto.

Ademas de la variabilidad en los resultados, se han descrito varios efectos adversos
sobre el desarrollo de los embriones cultivados en medio enriquecido con suero, como la
formacion precoz del blastocele, el secuestro de lipidos, una ultraestructura mitocondrial
anormal, perturbaciones en el metabolismo y el sindrome de sobrepeso al nacimiento, en
ovino (Thompson et al., 1995; Gardner et al., 1994); asi como modificaciones en el nivel

de transcripcion génica, en bovino (Wrenzycki et al., 1999).

Con el fin de definir completamente los medios de cultivo se ha empleado un
polimero sintético, el polivinilalcohol (PVA), como alternativa a la BSA (Keskintepe y
Brackett, 1996), debido que presenta propiedades surfactantes similares a las de la BSA
que facilitan la manipulaciéon de los embriones (Bavister, 1981). Sin embargo, los
embriones cultivados en presencia de PVA difieren bioquimicamente de aquéllos
cultivados en presencia de BSA (Thompson et al., 1998) y presentan una expresion
alterada del ARMm de varios genes importantes para el desarrollo (Wrenzycki et al.,

1999).

Varios autores se han decantado por el empleo secuencial de BSA y FCS en el
cultivo de embriones porcinos, utilizando BSA en las primeras fases de desarrollo, y
sustituyéndola por FCS a partir del estadio de morula o blastocisto. Asi, Koo et al. (1997)
y Lee et al. (2001) enriquecen el medio con BSA durante los 4 primeros dias de cultivo y a
partir de ahi, sustituyen por FCS; mientras que Dobrinsky et al. (1996) prolongan el cultivo

con BSA durante 125 horas (5 dias y 5 horas), momento en que la sustituyen por FCS.
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2.2.3.3.3. Aminoacidos

Los ovocitos, los embriones, las secreciones oviductales y uterinas de los
mamiferos se caracterizan por contener altas concentraciones de aminoacidos libres (Miller
y Schultz, 1987; Kaye, 1986); en especial de alanina, aspartato, glicina, glutamato,
glutamina y serina (Gardner, 1999). Ademas, los ovocitos y embriones poseen sistemas
especificos de transporte de aminoacidos, siendo capaces de captarlos facilmente del medio
de cultivo y mantener sus reservas enddgenas de aminoacidos (Gardner, 1999). Todo esto
sugiere que los aminoacidos desempefian un papel importante a lo largo del periodo de

desarrollo preimplantacional de los embriones mamiferos.

Aunque las concentraciones de aminodcidos de las preparaciones comerciales no
son las mismas que las encontradas en las secreciones oviductales y uterinas (Thompson,
2000), se demostréo en varias especies de mamiferos, entre los que se encuentran el
hamster, el raton, el cerdo, la oveja y la vaca, que la adicion de aminoacidos al medio de
cultivo estimulaba el desarrollo de los embriones (Gardner et al., 1994; Petters et al., 1990;
Schini y Bavister, 1988; Gardner y Lane, 1993; Gardner, 1994). Ademas, en el caso de los
embriones de oveja, la viabilidad de los blastocistos cultivados con aminoécidos fue
equivalente a la de los embriones desarrollados in vivo (Gardner et al., 1994). En algunos
casos, aunque no se detect6 ningun efecto durante la fase de desarrollo preimplantacional,
el desarrollo postimplantacional de los embriones que habian sido cultivados con
aminodcidos mejoro sustancialmente (Spindle, 1980; Zhang y Armstrong, 1990; Mehta y
Kiessling, 1990). Por otra parte, la inclusion rutinaria de BSA en los medios de cultivo
puede ser que enmascare las necesidades de aminoacidos por parte de los embriones, pues

como vimos anteriormente, los embriones pueden captar y degradar la BSA.

Entre las posibles funciones ejercidas por los aminoacidos sobre el desarrollo de los
embriones se han descrito las siguientes: productores de energia, reguladores de la presion
osmotica y/o el balance i6nico, antioxidantes, quelantes de metales pesados, reguladores
del pH intracelular y relacionados con la sintesis proteica (Bavister, 1995). Sin embargo,
también se ha descrito que la adicion al medio de cultivo de aminoacidos puede modificar

el nivel de transcripcion génica maternal y embrionaria (Ho et al., 1995).
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Segiin Bavister (1995), los aminoacidos pueden ser utilizados como sustratos
energéticos en ciertos estadios del desarrollo embrionario y/o por embriones de
determinadas especies. Se sabe que la glutamina contribuye a la produccion de ATP
(Rieger et al., 1992) y, en el caso del porcino, puede reemplazar a la glucosa como unica
fuente de energia a lo largo de todo el desarrollo embrionario preimplantacional (Petters et
al., 1990). Ciertos aminoacidos, como la glicina y la glutamina, y compuestos
relacionados, como la betaina, pueden proteger al embrion frente a choques osmoticos
(Biggers et al., 1993). Esta regulacion de la presion osmdtica parece estar relacionada con
un incremento en la sintesis proteica (Anbari y Schultz, 1993). La glutamina tiene ademas
la propiedad de proteger al embrion frente al dano oxidativo, ayudando a mantener los

niveles intracelulares de cisteina (Bannai e Ishii, 1988).

Los iones metalicos pueden estimular la produccion de radicales libres de oxigeno,
que son altamente toxicos para el embrion; por lo que a mayor contenido en metales
pesados, mayor concentracion de peroxido de hidrogeno en el medio de cultivo que, como
consecuencia, va a soportar peor el desarrollo de los embriones (Goto ef al., 1993). Los
aminoacidos, gracias a su poder quelante, son capaces de secuestrar iones metalicos y otras

sustancias perjudiciales para el embrion, evitando que ejerzan su accion toxica.

Por otra parte, los aminoacidos tienen la cualidad de captar protones que, unido a
los elevados niveles de aminoéacidos en el interior de los embriones, hace pensar en la
posibilidad de que ciertos aminoacidos actuen como tampones del pH intracelular,
uniéndose a iones H' y transportandolos hacia el exterior de la membrana celular (Bavister,
1995). Asimismo, la adicion de aminodcidos al medio de cultivo incrementa las reservas de
aminoacidos del embrioén, por lo que se facilita la sintesis proteica en el embrion

(Rosenkrans et al., 1989).

Los aminoécidos, de manera individual, pueden ser estimulantes o inhibidores del
desarrollo embrionario in vitro, hecho que va a variar segin la especie animal, siendo en
general la glutamina uno de los aminacidos mas beneficiosos (Carney y Bavister, 1987).
Asimismo, se ha observado que el consumo, preferencia o tolerancia por determinados
aminoacidos en los embriones de hamster (Seshagiri y Bavister, 1991a) y bovinos

(Partridge y Leese, 1996) varian segtn la fase de desarrollo.
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Rosenkrans et al. (1989) estudiaron el efecto sobre el desarrollo de embriones
porcinos de cuatro aminoacidos, glutamina, metionina, fenilalanina e isoleucina, ya que
habian mejorado el desarrollo embrionario en hamster (Bavister et al., 1983). En este
estudio, el efecto de los aminoacidos dependié de la presencia o no de suero en el medio;
siendo la glutamina beneficiosa en ausencia de suero y perjudicial en su presencia,
mientras que en el caso de la fenilalanina, metionina e isoleucina ocurrié lo contrario
(Rosenkrans et al., 1989). Es posible que el efecto promotor del crecimiento del suero,
unido a la presencia de aminoéacidos en el propio suero, modificase las necesidades
especificas de aminodcidos del embrion. Por el contrario, en otro trabajo realizado sobre
embriones porcinos de 1 6 2 células obtenidos in vivo, la adicién de todos los aminoacidos,
tanto esenciales como no esenciales, en el medio BECM-3 completamente definido o

enriquecido con BSA no fue perjudicial para el desarrollo in vitro de los embriones

(Dobrinsky et al., 1996).

Gardner ef al. (1994) demostraron que los embriones ovinos eran sensibles a la
produccion de amonio, generado por la degradacién expontinea de los aminoacidos
durante el cultivo (especialmente de la glutamina) y por el propio metabolismo de los
aminoacidos. Estos autores aconsejaron la renovacion del medio de cultivo cada 48 horas
con el fin de eliminar el amonio (Gardner et al., 1994); que podria inhibir la division y
desarrollo embrionario, incrementar la fragmentacion citoplasmatica de los embriones
(Walker et al., 1992) y estar implicado en la induccion del sindrome del sobrepeso al

nacimiento en embriones cultivados in vitro (McEnvoy et al., 1999).

El amonio presente en el medio de cultivo puede afectar al desarrollo embrionario
de distintas maneras: disminuyendo la produccion de ATP (Gardner y Lane, 1993) y
elevando el pH intracelular, ya que es una base débil. Sin embargo McKiernan y Bavister
(1994) no encontraron beneficios al renovar el medio de cultivo a determinados intervalos
de tiempo. Como vimos en el apartado 2.2.3.1.2., los embriones producen factores que
estimulan su desarrollo y que eliminamos al renovar el medio de cultivo cada cierto tiempo
(Gardner y Lane, 1993); por lo que el refresco del medio de cultivo cada cierto tiempo

presenta ventajas e inconvenientes.
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2.2.3.3.4. Taurina e hipotaurina

La taurina estd presente a altas concentraciones tanto en las secreciones del
oviducto y tutero, como en los ovocitos y embriones mamiferos (Miller y Schultz, 1987;
Kaye, 1986; Gardner, 1999). Los niveles de taurina en los fluidos del tracto reproductivo

femenino experimentan un pico en los primeros dias del ciclo, decreciendo con el tiempo.

El medio NCSU23 fue formulado a partir de un medio de cultivo existente (Petters
et al., 1990), gracias a un estudio sobre el efecto de la taurina e hipotaurina sobre el
desarrollo in vitro de embriones porcinos de 1-2 células obtenidos in vivo (Petters y Reed,
1991). En ¢l se demostr6 que la adicion de taurina y/o hipotaurina mejoraba
significativamente el desarrollo de embriones cultivados in vitro. Ademas se observo que
un mayor porcentaje de morulas evolucionaba hasta blastocisto gracias a la adicion tanto
de taurina como hipotaurina. Se sabe que la taurina es un potente osmoprotector, aunque

no se conoce el mecanismo por el que se mejora el desarrollo embrionario en su presencia.

2.2.3.3.5. Acido hialurénico

En vacuno, los glicosaminoglicanos (GAGs) como el acido hialurénico, condroitin
sulfato, dermatan sulfato y heparina son abundantes en el fluido uterino (Lee y Ax, 1984),
por lo que podrian estar involucrados en el desarrollo embrionario in vivo. Se ha
demostrado que los GAGs promueven la viabilidad de los ovocitos porcinos (Sato et al.,

1990).

Se ha logrado una mejora en el desarrollo a blastocisto tanto en embriones PIV
(17% vs 0%; Kano et al., 1998) como en embriones de 1-2 células obtenidos in vivo (70%
vs 45%; Miyano et al., 1994), al cultivarlos en medio Whitten enriquecido con 0,4% de
BSA y 0,5 mg/mL de acido hialurénico, comparado con la no adicion de acido hialurénico.
Sin embargo, al incrementar la concentracion de BSA de 0,4% a 1,5%, la adicion de acido
hialurénico no produjo este efecto beneficioso (Miyano et al., 1994); lo que sugiere que
algun factor presente en la BSA, cuando ésta se afiade a concentraciones altas, puede tener

un efecto negativo sobre la accion estimuladora del acido hialurénico.
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No se conoce el mecanismo exacto por el que el acido hialurénico mejora el
desarrollo embrionario, aunque se ha sugerido un efecto promotor en la viabilidad

embrionaria (Sato et al., 1990).

2.2.3.4. Medios de cultivo secuenciales y sistema de cultivo en perfusion

La fisiologia del embrion mamifero cambia a lo largo del periodo
preimplantacional, por lo tanto, sus requerimientos nutricionales también cambian en los
sucesivos estadios de desarrollo (Gardner, 1999). En paralelo con los cambios en las
necesidades nutricionales, el ambiente al que se expone el embridn en el tracto reproductor
de la hembra va variando segun el embridon progresa a través del oviducto y el Utero

(Gardner, 1999).

Por lo tanto, las condiciones de cultivo 6ptimas para el desarrollo de los zigotos no
van a ser las mismas que para el desarrollo y diferenciacién del blastocisto (Gardner,
1999). El uso de medios de cultivo secuenciales, que imitan mejor las condiciones in vivo
que el empleo de un medio de cultivo unico a lo largo de todo el desarrollo
preimplantacional, ha mejorado el desarrollo y la viabilidad embrionario en embriones de
raton (Lane y Gardner, 1997), mujer (Gardner et al., 1998) y vaca (Steeves y Gardner,
1997).

Recientemente, se ha establecido un sistema nuevo de cultivo, el cultivo en
perfusion (Thompson, 1996), que permite exponer al embrioén a un gradiente nutritivo y a
la vez posibilita la eliminacion de sustancias toxicas como el amonio, generadas en los
sistemas estaticos. Este sistema de cultivo constituye una nueva aproximacion a las
condiciones a las que se expone el embrion in vivo y, segin Gardner (1999), provoca un
menor estrés en el embridn, lo que se traduce en una mayor viabilidad. Actualmente se esta
trabajando en el desarrollo del equipo necesario para realizar el cultivo en perfusion

(McGowan y Thompson, 1997)
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2.2.3.5. Morfologia y calidad de los embriones producidos in vitro

A pesar de los notables avances en la PIV de embriones porcinos, la morfologia de
los embriones PIV, incluidos los blastocistos, difiere de la de los embriones obtenidos in
vivo (Wang et al., 1999a). Asimismo, el numero de células que constituyen los blastocistos

PIV es menor que la de los obtenidos in vivo (Papaioannou y Ebert, 1988).

Wang et al. (1999a) evaluaron la morfologia y los filamentos de actina de
embriones producidos in vitro e in vivo, y comprobaron que in vivo los blastocistos
presentaban una masa celular interna mas prominente y que los blastomeros de los
embriones tempranos tenian un aspecto mas definido que los de los producidos in vitro.
Asimismo, sugirieron que las divisiones andmalas y el bajo nimero de células en los
blastocistos, que aparecen en los embriones PIV, se podia deber a las alteraciones
observadas en la distribucion de los filamentos de actina en el citoplasma, ya que éstos

estan involucrados en el proceso de division celular.

2.2.3.6. Valoracion de la capacidad de desarrollo embrionario

El pardmetro por el que se valora la capacidad de desarrollo de los embriones MIV-
FIV-CE en la mayoria de laboratorios es el desarrollo hasta el estadio de blastocisto. Por
otra parte, un mayor nimero de células en el blastocisto se considera un signo de calidad
embrionaria, ya que, como hemos visto, el nimero de células de los blastocistos obtenidos
in vivo suele superar al de los embriones PIV. También se ha empleado el pardmetro del
porcentaje de blastocistos eclosionados en cultivo como indicador de la calidad

embrionaria, aunque este hecho no esta comprobado.

Sin embargo, hemos visto que el sistema de produccion in vitro ocasiona
alteraciones en el embrion, que pueden llegar a ser compatibles con el desarrollo a
blastocisto (Duranthon y Renard, 2002). Por lo tanto, la prueba definitiva que va a medir la
viabilidad embrionaria es el establecimiento de gestaciones y el nacimiento de crias vivas
tras la transferencia de los embriones a una hembra receptora. Actualmente, el éxito
alcanzado en las transferencias de embriones PIV segun diferentes autores ha sido muy

variable, y como mucho solo el 20% ¢ 30% de los embriones sobrevive tras la
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transferencia (Abeydeera, 2002). Desgraciadamente, la transferencia de embriones tiene un
costo elevado, tanto en tiempo como econdémico, que no hacen posible su ejecucion de

manera rutinaria.

La division embrionaria a las 48 h es un parametro bastante subjetivo, debido a la
dificultad de distinguir entre un embrién dividido correctamente y otro fragmentado o
dividido partenogenéticamente, solo mediante criterios morfologicos. En un estudio en el
que se analizaron las alteraciones en la division se observo que, de los embriones
producidos in vitro, solo el 73% de los embriones de 2 células, el 26% de 3 células, el 49%
de 4 células y el 26% de 5 a 8§ células eran morfoldgicamente normales (con un ntcleo por
blastomera), presentando el resto una division citoplasmatica y nuclear asincronica, que
dio lugar a embriones fragmentados o con blastdmeras binucleadas; mientras que en los
embriones obtenidos in vivo no se observo ninguna alteracion en la division (Wang et al.,

1999a).

2.2.3.7. Ovocitos poliespérmicos

Han et al. (1999a) demostraron que los ovocitos polipronucleares producidos in
vitro eran capaces de dividirse y desarrollarse hasta blastocisto, in vitro e in vivo, en
porcentajes similares a los de los ovocitos con 2 pronucleos. No obstante, la masa celular
interna de los blastocistos procedentes de ovocitos polipronucleares contenia un menor
numero de células que los procedentes de ovocitos con 2 prontcleos. Sorprendentemente,
al transferir ovocitos polipronucleares a hembras receptoras se logr6é el nacimiento de
lechones, que mostraron una ploidia normal (Han et al., 1999b). Parece ser que la
localizacion del prontcleo dentro citoplasma de los ovocitos polipronucleares va a influir

en la ploidia del embrion resultante (Han ef al., 1999b).

En un reciente estudio llevado a cabo por Xia et al. (2001), se ha sugerido que en
condiciones in vivo, la actividad lisosomica del citoplasma de los ovocitos fecundados y de
los embriones podria actuar eliminando los espermatozoides accesorios de manera
fisiologica. Por lo que, aunque las fecundaciones poliespérmicas se consideran patologicas
y suelen acabar en la muerte del zigoto (Hunter, 1991), en el caso del porcino la

poliespermia podria ser un fenémeno fisiologico, ya que parece que estos embriones tienen
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mecanismos para eliminar los espermatozoides sobrantes y continuar el desarrollo a

término.
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3. MATERIAL Y METODOS

El desarrollo de las pruebas se ha realizado en el laboratorio del Departamento de

Reproduccion Animal del Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias (INIA).

En este apartado se describen los materiales y las metodologias empleados en el

presente trabajo.
3.1. ANIMALES UTILIZADOS

Los ovarios utilizados procedian de cerdas hibridas comerciales prepuberes de un
peso entre 90 y 110 kg, procedentes de un matadero cercano (GYPISA, Pozuelo de

Alarcon).

El semen utilizado provenia de un verraco hibrido (Large White x Landrace)

alojado en la granja experimental del Departamento de Reproduccion Animal del INIA.

3.2.  MEDIOS DE CULTIVO

Salvo que se indique lo contrario, todos los reactivos empleados fueron obtenidos

de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA).

Si no se especifica lo contrario, la preparacion de los medios de cultivo se realizo
en las siguientes condiciones: Los medios se prepararon el mismo dia de su utilizacién con
agua ultrapura (Milli-Q), afnadiendo los compuestos y los suplementos especificos para
cada caso particular, descritos a continuacion. Se midid la osmolaridad, que debia estar en
torno a 280 mOsm, aproximadamente. A continuaciéon se esterilizaron por filtracion,
haciéndolos pasar a través de un filtro de membrana con un didmetro de poro de 0,22 um
en cabina de flujo laminar (Telstar), y se conservaron a 4°C en condiciones estériles en
frasco de cristal sellado. El pH se ajust6 a 7,4 en el incubador (Heraeus) a 39°C, 5% de

CO, y atmésfera saturada de humedad durante al menos tres horas antes de ser utilizados.
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3.2.1. Solucion salina

Utilizada para el transporte y lavado de los ovarios.

Composicion: 0,9% (p/v) de NaCl con 100 mg/L de sulfato de kanamicina.

Osmolaridad de 320 mOsm.

3.2.2. Tampon fosfato salino modificado (PBSm)

Utilizado para el lavado de los ovarios, y para la recuperacion y seleccion de los

Tabla 1. Composicion del PBSm

Componente Concentracion (mM)
NaCl 136,89
KCl 2,68
CaCl,-2H,0 0,68
MgCl,-7H,O 0,49
KH,PO, 1,47
Na,HPO, 8,06
Glucosa 10,09
BSA 1 mg/mL
Penicilina G sédica 50 Ul/mL
Sulfato de estreptomicina 30 mg/mL

El medio PBSm se preparo el dia previo a su utilizacion. Tras su preparacion, se

midié el pH en un pHmetro (Crison) y se ajust6 a 7,2. El pH de trabajo del PBSm debe ser

de 7’4, pero se ajusta a 7,2 debido a que tras la filtracioén el pH sube aproximadamente en

0,2 puntos. El medio se conservo a 4°C en condiciones estériles en frasco de cristal sellado.

En el momento de su utilizacion, los frascos de cristal se introdujeron en un bafio con

termostato a 38°C, con el fin de atemperar el medio.
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3.2.3. Medios de maduracion in vitro (MIV)

La base de los diferentes medios que se emplearon para la MIV ha sido el medio
NCSU23 (Tabla 2) libre de BSA (Petters y Wells, 1993) enriquecido con 10% (v/v) de
fluido folicular porcino (PFF), 0,1 mg/mL de cisteina y 0,05 mg/mL de gentamicina.

Tabla 2. Composicion del medio NCSU23 libre de BSA (Petters y Wells, 1993)
con 10% de PFF, 0,1 mg/mL de cisteina y 0,05 mg/mL de gentamicina

Componente Concentracion (mM)

NaCl 108,73
KCl1 4,78
CaCl,-2H,0 1,70
KH,PO, 1,19
MgSO,7H,0 1,19
NaHCO; 25,07
Glucosa 5,55
Glutamina 1
Taurina 7
Hipotaurina 5
Cisteina 0,57 (0,1 mg/mL)
PFF 10% (v/v)
Gentamicina 0,05 mg/mL
Rojo Fenol 0,003

El fluido folicular porcino (PFF) se obtuvo por aspiracion, con jeringa de 10 mL y
aguja de 18 G, de foliculos de 3-6 mm de didmetro. Posteriormente se centrifugd a 1900 g
durante 30 minutos a una temperatura de 5°C, se pasé por un filtro de membrana con un
didmetro de poro de un 1,0 pm (Puradisc-25AS. Whatman) y se conservo a -20°C hasta su

uso.
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El medio descrito en la tabla 2 se considerd el medio MIV-control. En el caso del
medio MIV-EGF (Abeydeera et al, 1998c), el medio control se complementd con 10
ng/mL de EGF (factor de crecimiento epidérmico); y en el del medio MIV-FPF
(Abeydeera et al, 1998b), se anadieron 6 fragmentos de pared folicular (FPF), con un
tamafio aproximado de 600 a 900 um, en cada pocillo de cultivo con medio control. Los
FPF se obtuvieron de foliculos ovaricos de 3 a 6 mm, se lavaron tres veces en PBSm y tres
veces mas en medio de MIV antes de ser colocados en los pocillos de cultivo. Ademas, en
los tres casos, este medio base se enriquecid con hormonas: eCG y hCG (Foligon,
Chorulon; Intervet International BV, Boxmeer, Holanda) durante las primeras 22 horas de
maduracion. En la tabla 3 se resumen los diferentes suplementos para cada medio de

maduracion.

Tabla 3. Suplementos del medio NCSU23 libre de BSA con 10% de PFF, 0’1

mg/mL de cisteina y 0,05 mg/mL de gentamicina (MIV-control), segin su utilizacion

Suplementos LY 0ROl iy ontrol MIV-EGF npvpgr MIV-FPE+ v ppF
+ hormona + hormona hormona
ECG 10 Ul/mL - 10 UI/mL - 10 UI/mL -
HCG 10 Ul/mL - 10 UI/mL - 10 UI/mL -
EGF - - 10 ng/mL 10 ng/mL - -
FPF - - - - 6 fragmentos/ 6 fragmentos/
pocillo pocillo

3.2.4. Medios de fecundacion in vitro (F1V)

Se utilizaron dos medios de FIV diferentes: el TBMm (Abeydeera y Day, 1997b)
enriquecido con 1 mg/mL de BSA, 1 mM de cafeina y 0,05 mg/mL de gentamicina (tabla
4), y el TALPm (Rath, 1996; Rath et al, 1999) (tabla 5).

En el caso del TBMm, como tras su preparacion el pH es de 9,8-10, este medio se

mantuvo durante 18-24 horas en el incubador, en condiciones de 39°C de temperatura y 5%

de CO2 en atmosfera saturada de humedad, para estabilizar su pH a 7,2-7,3 (Abeydeera et
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al, 1998b). Los medios de fecundacién se prepararon la tarde previa a su utilizacion, para

dar tiempo a equilibrar el pH en el caso del TBMm.

Tabla 4. Composicion del medio TBMm (Abeydeera y Day, 1997b) enriquecido

con 1 mg/mL de BSA, 1 mM de cafeina y 0,05 mg/mL de gentamicina

Componente

Concentracion (mM)

NaCl

KCl
CaCl,-2H,0
Tris

Glucosa
Piruvato soédico
Cafeina

BSA
Gentamicina

Rojo fenol

113,1
3
7,5
20
11
5
1
Img/mL
0,05mg/mL
0,003
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Tabla 5. Composicion del TALPm (Rath, 1996; Rath et al, 1999)

Componente Concentracion (mM)
NaCl 114,06
KCl1 3,2
NaHCO; 25,07
MgCl,-6H,0 0,5
NaH,PO,-H,0 0,35
Lactato sodico 10
Lactato calcico-5H,O 8
Glucosa 5
Cafeina 2
Sulfato de kanamicina 0,17
PVA 1 mg/mL
BSA 3 mg/mL
Piruvato soédico 0,12 mg/mL
Rojo fenol 0,003

3.2.5. Medios de cultivo de embriones (CE)

Los medios utilizados para el cultivo de los embriones fueron el NCSU23 (Petters y
Wells, 1993) y el mismo medio enriquecido con aminoécidos esenciales (BME: basal
medium Eagle amino acids) y no esenciales (MEM: minimum essential medium Eagle non-
essential amino acids), que designaremos NCSU23aa (Long et al, 1999). En ambos casos,
estos medios se enriquecieron con 4 mg/mL de BSA en las primeras 125 horas de cultivo
(5 dias y 5 horas), y con 10% de FCS a partir de ese momento y hasta finalizar el cultivo

(192 horas) (Long et al, 1999) (tablas 6 y 7).
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Tabla 6. Composicion del medio NCSU23 libre de BSA (Petters y Wells, 1993)

Componente Concentraciéon (mM)

NaCl 108,73
KCl1 4,78
CaCl,2H,O 1,70
KH,PO4 1,19
MgSO47H,0 1,19
NaHCO; 25,07
Glucosa 5,55
Glutamina 1
Taurina 7
Hipotaurina 5
Gentamicina 0,05 mg/mL
Rojo Fenol 0,003

Tabla 7. Suplementos del medio NCSU23 segun su utilizacion

Suplementos NCSU23-BSA NCSU23-FCS NCSU23aa-BSA NCSU23aa-FCS

BSA 4 mg/mL 4 mg/mL

FCS 10% (v/v) 10% (v/v)
MEM 10 mL/L 10 mL/L
BME 20 mL/L 20 mL/L

3.2.6. Medio de conservacion de los espermatozoides

El dia de la recogida del semen, el medio de conservaciéon de semen (Acromax®)

se atemperd a 37°C en el bafio maria.
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3.3. RECOGIDA Y TRANSPORTE DE OVARIOS

Los ovarios se obtuvieron del matadero GYPISA (Pozuelo de Alarcon), situado a
10 km de nuestro laboratorio, a partir de cerdas prepuberes hibridas comerciales de un peso
entre 90 y 110 kg, y se transportaron al laboratorio en un termo con solucion salina
previamente atemperado a 38°C, en un plazo méximo de una hora desde el sacrificio de los

animales.

Una vez en el laboratorio, se retiraron los restos de oviducto y los ovarios se
lavaron dos veces con solucion salina. Se seleccionaron los ovarios con mejor desarrollo
folicular y se desecharon aquéllos que presentaban cuerpos liteos, formaciones quisticas o
una morfologia anormal. Los ovarios seleccionados se mantuvieron dentro de un vaso de
precipitado con solucion salina en el bafio maria a 38°C hasta el momento de su

procesamiento.

3.4. OBTENCION Y SELECCION DE OVOCITOS

Los ovarios se manipularon con pinzas de mano en una placa de Petri de cristal
estéril sobre placa calefactora a 38°C. La puncion de los foliculos ovaricos de tamafio
adecuado (de 3 a 6 mm de diametro) se realiz6 con la punta de un bisturi y posteriormente
se lavd el ovario con PBSm (tablal). El contenido de la placa de Petri, constituido por
fluido folicular, complejos ciimulus-ovocito (COCs) y PBSm, se vertié en tubos Falcon de
15 mL y se dejo en el bafio maria a 38°C a la espera de finalizar el procesado de todos los

ovarios, aproximadamente 40-50 en cada sesion.

Una vez decantado el contenido de los tubos, se elimind el sobrenadante y el
sedimento se resuspendié en PBSm atemperado a 38°C. Bajo el estereomicroscopio
(Nikon), a 20 aumentos y sobre placa calefactora a 39°C, se seleccionaron los COCs de
aspecto compacto, con ovocitos de citoplasma homogéneo, finamente granulado y
rodeados por 3 6 mas capas de células del cimulus. Tanto los COCs, como posteriormente
los ovocitos denudados y los embriones se manipularon con una pipeta Pasteur estirada por

calor, para reducir su grosor, y con el extremo romo. La pipeta se conectdé a un tubo
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flexible de silicona, a su vez conectado con una pieza adaptada para hacer succidon con la
boca, y se intercalaron a lo largo del tubo dos filtros para impedir la contaminacion. La

pipeta fue sustituida por una nueva cada vez que se cambié de medio.

3.5. MADURACION IN VITRO (MIV)

Los COCs seleccionados se lavaron dos veces en PBSm atemperado a 39°C y tres
veces en medio de MIV con suplemento hormonal (tablas 2 y 3), previamente equilibrado
en el incubador. Todos los lavados se hicieron en placas de Petri (35 mm de didmetro;
Nunclon). EI cultivo se llevo a cabo en placas Nunc de 4 pocillos, en grupos de 50 COCs
por pocillo, en un volumen de 500 uL de medio de MIV cubierto por 200 puL de aceite
mineral. Los COCs fueron asi cultivados durante 22 horas en el incubador, en condiciones

de 39°C de temperatura 'y 5% de CO2 en atmoésfera saturada de humedad.

Tras este tiempo, se valoro el grado de expansion del cumulus y se eliminaron los
COCs que no habian expandido. Los COCs seleccionados se lavaron tres veces en medio
de MIV sin hormona (tablas 2 y 3), previamente equilibrado en el incubador, y se

cultivaron igualmente en placas Nunc en el incubador durante 22 horas.

En la experiencia 1 se probaron 3 medios de MIV: el medio MIV-control, el medio
MIV-EGF (complementado con 10 ng/mL de EGF) y el medio MIV-FPF (complementado
con 6 FPF por pocillo) (tablas 2 y 3). Mientras que en el resto de experiencias, los ovocitos
fueron madurados en medio MIV-EGF. Todos los medios de MIV fueron medios

modificados respecto al NCSU23 libre de BSA (Petters y Wells, 1993).

3.6. RECOGIDA Y PROCESADO DEL SEMEN

El semen utilizado procedia de un tnico verraco hibrido (Large White x Landrace)
perteneciente al INIA y alojado en la granja experimental del Departamento de

Reproduccion Animal del INIA.
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El ritmo de recogida fue de un salto por semana. La extraccion del semen se realizd
mediante el método manual, recogiendo unicamente la fraccion rica del eyaculado en un

termo atemperado a 37°C.

Inmediatamente después de la recogida el semen se transport6 al laboratorio, donde
fue procesado. Se realizo la contrastacion del semen puro, en la que se valor6 el volumen
del eyaculado, el porcentaje de células en movimiento, la calidad del movimiento, el grado
de aglutinacion, la concentracion espermatica, el grado de morfoanomalias y el estado del
acrosoma. Se consider6 valido para su utilizacion en la fecundacion in vitro aquel
eyaculado con un porcentaje de espermatozoides en movimiento superior al 80%, con mas

del 80% de acrosomas normales y menos del 10% de formas anormales.

Para calcular la concentracion espermatica se utilizd6 una camara de Biirker. El
semen puro fue previamente diluido en una proporcion 1:100 (v/v) en una solucion salina
(0.9% p/v) con formaldehido a una concentraciéon de 0.3% (solucién salina formolada).
Utilizando el microscopio de contraste de fases (Nikon) a 400 aumentos se hizo el recuento
del nimero de espermatozoides, que se expresd como el nimero de espermatozoides por

mililitro (spz/mL).

El porcentaje de células en movimiento, la calidad del movimiento y el grado de
aglutinacion se evalu6 mediante la observacion en el microscopio de contraste de fases a
100 aumentos de una muestra de semen depositado sobre un portaobjetos precalentado en
una placa calefactora a 37°C. Se valoro el porcentaje de espermatozoides con movimiento
(en una escala de 1 a 100), la calidad de movimiento segun fuera mas o menos rectilineo,
progresivo y rapido (en una escala de 0 a 5) (Du Mesnil Du Buisson y Signoret, 1971), y el

grado de aglutinacién (en una escala de 0 a 3).

Para valorar el grado de morfoanomalias, asi como el estado del acrosoma, 100 uL
de semen puro se diluyeron en 1 mL de una solucion al 2% de glutaraldehido en solucion
isosmotica. El grado de morfoanomalias se analizd evaluando al menos 100 células
espermaticas en microscopio de contraste de fases a 1000 aumentos con objetivo de

immersion. Las morfoanomalias se clasificaron en: presencia de gota citoplasmatica
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proximal, presencia de gota citoplasmatica distal, cola en latigo, cola en ovillo, etc., y los

resultados se expresaron como porcentaje de formas anormales.

Asimismo, el porcentaje de acrosomas normales se determind, segun los criterios
de Pursel (Pursel ef al., 1972), en una muestra de 10 uL de la dilucion de espematozoides
fijados, observandose al menos 50 espermatozoides en microscopio de contraste de fases a
1000 aumentos con objetivo de immersion. Se clasificaron como acrosomas normales si
los espermatozoides presentaban bordes apicales bien definidos y nitidos en forma de

semiluna oscura.

El semen se diluyé en medio de conservacion Acromax® en una proporcion 1:10
(v/v) y se dejo durante dos horas a temperatura ambiente y en oscuridad, en tubos de
polipropileno de 10 mL. Posteriormente, los tubos se metieron en una camara de

refrigeracion a 15°C, para conservar el semen durante 24 horas hasta su utilizacion.

3.7. FECUNDACION IN VITRO (FIV)

3.7.1. Preparacion de los ovocitos

Tras finalizar el segundo periodo de maduracion, se eliminaron las células del
cimulus de forma mecanica, por sucesivos pases a través de una pipeta automatica de los
COCs en medio de MIV (tabla 2) complementado con 1 mg/mL de hialuronidasa,
equilibrado previamente en el incubador. El contacto con la hialuronidasa fue siempre

inferior a 3 minutos.

Los ovocitos, ya libres de células del cimulus, se lavaron tres veces en el medio de
FIV, previamente equilibrado en el incubador, y se eliminaron los ovocitos que hubieran
degenerado. El medio de FIV empleado en todas las experiencias fue el TBMm
(Abeydeera y Day, 1997b) (tabla 4), y ademas en la experiencia 2 se utiliz6 TALPm (Rath
et al, 1999). Los ovocitos fueron depositados, en grupos de 20-22, en microgotas de 50 pL.
de medio de FIV cubiertas por 900 uL de aceite mineral, en placas Nunc de 4 pocillos,

dejandose en el incubador mientras se procedia a la preparacion de los espermatozoides.
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Las microgotas se prepararon de la siguiente forma: primero se colocd en el centro
de cada pocillo una microgota de 5 uL de medio que se cubrido con 900 puL de aceite
mineral, y a continuacion se anadieron 45 pul. mas de medio a la microgota, y se

equilibraron en el incubador.

3.7.2. Preparacion de los espermatozoides

El semen diluido en medio de conservacion se mantuvo durante 24 h en
refrigeracion a 15°C. Una muestra del semen se colocd en un portaobjetos atemperado a
37°C, para valorar porcentaje de espermatozoides modviles y la calidad del movimiento.
Una muestra de semen se fijo6 en una solucion al 2% de glutaraldehido en solucion
1sosmotica, para evaluar el porcentaje de acrosomas normales. A continuacion, el semen se
centrifugd en una centrifuga (Heraeus) a 200g durante 3 minutos, y el sobrenadante se
sometié a una segunda centrifugacion a 1000g durante 3 minutos para eliminar el plasma
seminal y el medio de conservacion. El sedimento de esta segunda centrifugacion se

resuspendié en 1 mL de medio de FIV, equilibrado previamente en el incubador.

La dilucién de espermatozoides en el medio de FIV se dejo en el incubador de 5 a
10 minutos, mientras se procedia al calculo de la concentracion, para evitar cambios de pH.
La concentracion espermatica se ajustd, utilizando para diluir el mismo medio de FIV, al
doble de la final deseada en la microgota de fecundacion. Asi, al afiadir 50 uL de esta
dilucion de espermatozoides en las microgotas de fecundacion de 50 pL, la concentracion

final de espermatozoides fue la correcta.

Tras ajustar la concentracion espermadtica, se volvid a valorar el porcentaje de
espermatozoides moéviles y la calidad de movimiento. Asimismo, el porcentaje de
espermatozoides funcionales o alterados se estim6 en una muestra de la dilucion de
espermatozoides preparada para la FIV, mediante tincibn con diacetato de
carboxifluoresceina (DCF) / yoduro de propidio (IP). El DCF es capaz de entrar en células
con una buena integridad funcional de la membrana plasmatica, mientras que el IP sélo
penetra en células que tengan la membrana dafada o alterada. En un eppendorf opaco se

mezclo 1 mL de la dilucidon de espermatozoides con 20 pul. de una solucion de diacetato de
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carboxifluoresceina en dimetil sulfoxido (0,46 mg DCF/mL), con 20 uL de una solucion de
yoduro de propidio en solucion salina (500 pg IP/mL) y con 10 uL de solucién salina

formolada, y se incub6 durante 10 minutos a 37°C (Harrison y Vickers, 1990).

La evaluacion de los espermatozoides funcionales o alterados se realizd6 mediante
observacion en un microscopio de contraste de fases de fluorescencia, equipado con un
condensador de epifluorescencia (Nikon), una lampara de mercurio de alta presion HBO de
100W vy el filtro de excitacion azul, con una longitud de onda de 450-490 nm. Una muestra
de 10 pL del contenido del eppendorf se observo en este microscopio a 400 aumentos; y se
contabilizaron al menos 200 espermatozoides, que se clasificaron como vivos si emitian

fluorescencia verde, debido al DCF, o muertos si emitian fluorescencia roja, debido al IP.

3.7.3. Cocultivo de ovocitos y espermatozoides

En las microgotas donde se habian depositado los ovocitos, se anadieron 50 uL de
la dilucion de espermatozoides en medio de FIV. De este modo, la concentracion final de
espermatozoides en las microgotas de fecundacion de 100 pL de volumen final fue de

0,5x106 spz/mL en las experiencias 1y 2, y de 1x106 spz/mL en las experiencias 2, 3 y 4.

En las experiencias 1 y 2 se utilizd el método de cocultivo estandar de nuestro
laboratorio, es decir, la incubacion durante 4 horas de los ovocitos con el total de la
concentracion espermatica, en condiciones de 39°C de temperatura y 5% de CO2 en
atmosfera saturada de humedad (Coy et al., 1993). En la experiencia 3 se emplearon dos
métodos de cocultivo: el estdndar y el método en dos pasos (Grupen y Nottle, 2000), que
consistid en una primera incubacién de 10 minutos de los ovocitos con el total de la
concentracion espermadtica (1x106 spz/mL), seguida del paso de los ovocitos con los
espermatozoides adheridos a su ZP a una microgota de 100 pL. de medio de FIV fresco,
equilibrada en el incubador previamente, en la que fueron incubados durante 4 horas mas.

En la experiencia 4 se aplico el método de cocultivo en dos pasos.

109



Material y métodos

3.8.  CULTIVO DE EMBRIONES (CE)

A las 4 horas del cocultivo, los posibles zigotos se lavaron 3 veces, para eliminar
los restos de espermatozoides, en el medio de cultivo de embriones (NCSU23-BSA en las
experiencias 1, 2, 3 y 4, y NCSU23aa-BSA en la experiencia 4; tablas 6 y 7), previamente
equilibrado en el incubador. Tras los lavados, los zigotos se colocaron en grupos de 45-50
por pocillo, en placas Nunc de 4 pocillos, con 500 uL. de NCSU23-BSA cubierto con 200
uL de aceite mineral (experiencias 1, 2 y 3). En la experiencia 4, los embriones se
cultivaron tanto en NCSU23-BSA como en NCSU23aa-BSA; y en ambos casos en 500 uL.
de medio cubierto con 200 uL de aceite mineral, o en microgotas de 50 pL cubiertas con
750 pL de aceite mineral, igualmente en grupos de 45-50 embriones por pocillo, en placas
Nunc de 4 pocillos. De este modo se cultivaron durante 125 horas en el incubador en

condiciones de 39°C de temperatura y 5% de CO; en atmoésfera saturada de humedad.

Tras las 125 horas de cultivo, los embriones se lavaron 3 veces en el mismo medio
en el que habian sido cultivados pero sustituyendo la complementacion con BSA por 10%
FCS, es decir, en NCSU23-FCS o NCSU23aa-FCS (tabla 6 y 7), eliminando aquéllos no
divididos, fragmentados o degenerados. Los embriones morfoldégicamente aceptables se
pasaron a placas Nunc de 4 pocillos con medio de cultivo NCSU23-FCS o NCSU23aa-
FCS, en el mismo volumen en el que hubieran sido cultivados previamente (500 uL 6 50
uL), en grupos de 45-50 embriones por pocillo, y se dejaron en el incubador en
condiciones de 39°C de temperatura y 5% de CO, en atmdsfera saturada de humedad hasta

el final del cultivo.

El desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto s6lo se llevd a cabo en las
experiencias 1 y 4, mientras que en las experiencias 2 y 3 el cultivo de los posibles zigotos
se mantuvo hasta las 18 horas, momento en el que fueron fijados y tefiidos con Hoechst,
para valorar la penetracion. En la experiencia 1 se fij6 la mitad de los posibles zigotos a las

18 horas, mientras que la otra mitad se dejo en cultivo.
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3.8.1. Valoracion microscopica de resultados

La division y el desarrollo embrionario se valoraron mediante observacion en
estereomicroscopio a 50 aumentos y en microscopio invertido (Nikon) con Optica
Hoffman. Se consideraron embriones divididos, los que a las 48 horas de cultivo se
encontraban en estadio de 2-4 células con blastdmeros homogéneos; morulas, los
embriones desde 8 células hasta la compactacion; y blastocistos, los que formaron
blastocele, incluyendo en este grupo a los blastocitos no expandidos, expandidos y

eclosionados.

Los parametros de desarrollo embrionario evaluados fueron los siguientes:

» Porcentaje de division embrionaria (% Division), se calculd6 como el numero de
embriones divididos a las 48 horas con respecto al total de los posibles zigotos puestos
en cultivo.

* Porcentaje de morulas sobre el total (% Morulas/n), se contabiliz6 como el nimero de
morulas con respecto al total de los posibles zigotos puestos en cultivo.

» Porcentaje de morulas sobre los divididos (% Morulas/Divididos), se valor6 como el
nimero de moérulas con respecto al total de embriones divididos a las 48 horas.

= Porcentaje de blastocistos sobre el total (% Blastocistos/n), se contabilizé como el
numero de blastocistos con respecto al total de los posibles zigotos puestos en cultivo.

= Porcentaje de blastocistos sobre los divididos (% Blastocistos/Divididos), se valord
como el nimero de blastocistos con respecto al total de embriones divididos a las 48
horas.

= Porcentaje de blastocistos sobre los divididos (% Blastocistos/Morulas), se valord

como el numero de blastocistos con respecto al total de moérulas.

3.9. FIJACION DE ZIGOTOS Y TINCION CON HOECHST

A las 18 horas tras la FIV, los posibles zigotos se fijaron en una solucion de

paraformaldehido en PBSm (4 mg/mL) con 10% de Triton X-100 durante 1 hora a
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temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron dos veces en PBSm y se mantuvieron 1

hora en agitacion suave. Tras ello, los zigotos se sometieron a dos lavados mas en PBSm.

Una vez fijados, los zigotos se tifieron con Hoechst 33342. Este compuesto es un
fluorocromo que interacciona con el ADN vy, por lo tanto, permite observar la morfologia
nuclear. En un portaobjetos desengrasado se puso una gota de 10-15 pL de una solucién de
Hoechst en glicerol (1ug de Hoechst/mL). Los zigotos fueron transferidos en un volumen
minimo de PBSm a la gota con Hoechst, que fue cubierta con un cubreobjetos, sellandose
los bordes con esmalte. Los portaobjetos ya montados se guardaron en una caja oscura a

4°C hasta su examen microscopico, que se realizo entre las 24 y 48 h posteriores.

3.9.1. Valoracion microscopica de los resultados

Las observaciones de la cromatina se realizaron en el microscopio de fluorescencia
a 400 aumentos y bajo filtro de excitacion ultravioleta, con una longitud de onda de 330-
380 nm. Segun fuera la morfologia de la cromatina tefiidda con el Hoechst, los ovocitos o

zigotos se clasificaron en:

a) ovocitos no maduros a nivel nuclear: aquéllos en estadios anteriores a metafase

I1, como vesicula germinal o metafase I,

b) ovocitos maduros a nivel nuclear: aquéllos en estadio de MII (placa metafasica

y primer corpusculo polar), o con un pronucleo femenino, y

c) ovocitos penetrados: aquéllos con al menos un espermatozoide en su interior, ya

fuera con cabeza en forma compacta, descondensada o de prontcleo masculino,

ademads del prontcleo femenino.

A su vez, en los ovocitos penetrados se valoro:

c.1) penetracion monospémica: aquellos ovocitos con un solo espermatozoide

en su interior, en cualquiera de sus formas,

c.2) formacién de pronticleo masculino (PNM): aquéllos con al menos un

prontcleo masculino, ademas del femenino, y
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c.3) numero de espermatozoides por ovocito penetrado: nimero total de

espermatozoides en cada ovocito, en cualquiera de sus formas.

En ocasiones se observaron ovocitos o zigotos degenerados o no evaluables por la
técnica de tincion, que también quedaron registrados, aunque fueron descartados en el

estudio estadistico.

Los parametros estudiados gracias a los datos obtenidos con la tincion de Hoechst

fueron los siguientes:

= Porcentaje de ovocitos maduros a nivel nuclear (% maduraciéon nuclear). Se calculd
como el nimero de ovocitos maduros nuclearmente sobre el total de ovocitos fijados.

= Porcentaje de ovocitos penetrados (% penetracion). Se valoré como el nimero de
ovocitos penetrados sobre el total de ovocitos maduros a nivel nuclear.

* Porcentaje de monospermia (% monospermia). Se consider6 como el numero de
ovocitos con penetracion monospérmica con respecto a los ovocitos penetrados.

» Porcentaje de formacion de prontcleo masculino (% PNM). Se calculdé como el
numero de ovocitos que presentaron al menos un prondcleo masculino sobre el total de
ovocitos penetrados.

= Numero medio de espermatozoides por ovocito penetrado (E/O). Se valoré como el

niumero medio de espermatozoides por ovocito penetrado.

3.10. DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental se llevo a cabo en cuatro experiencias consecutivas.

= Experiencia 1: Efecto de la complementacion del medio de MIV con EGF o con

fragmentos de pared folicular (FPF) sobre la maduracion in vitro, la fecundacion in

vitro vy el desarrollo embrionario

El objetivo de esta experiencia fue analizar el efecto del enriquecimiento con EGF

o FPF del medio de maduracion utilizado como rutina en nuestro laboratorio (medio MIV-
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control) sobre la maduracioén y también sobre la fecundacion y el desarrollo embrionario
posteriores, con la finalidad de seleccionar aquel medio de MIV iddneo para ser empleado

en las siguientes experiencias.

Los tres medios de MIV probados (tablas 2 y 3) fueron los siguientes: MIV-control:
NCSU23 libre de BSA enriquecido con 10% de PFF, 0,1 mg/mL de cisteina y 0,05 mg/mL
de gentamicina; MIV-EGF: medio MIV-control complementado con 10 ng/mL de EGF; y
MIV-FPF: medio MIV-control complementado con 6 fragmentos de pared folicular por

pocillo.

Una vez seleccionados los COCs que iban a ser utilizados en la experiencia, se
dividieron en tres grupos (Grupo: Control; Grupo: EGF; y Grupo: FPF) que fueron
madurados en los diferentes medios de MIV. En las primeras 22 horas de MIV los tres
medios fueron complementados con hormonas: 10 Ul/mL de eCG y 10 UI/mL de hCG; y
en las 22 horas posteriores de maduracion los medios no tuvieron complementacion
hormonal. A partir de aqui, los tres grupos fueron sometidos a FIV y CE en las mismas
condiciones experimentales. Los ovocitos fueron denudados y coincubados durante 4 horas
con los espermatozoides a una concentracion de 0,5x106 spz/mL en medio de fecundacion
TBMm. A continuacion, se eliminaron los restos de espermatozoides y los posibles zigotos
fueron puestos en cultivo en medio NCSU23 con 4 mg/mL de BSA, en un volumen de 500
uL de medio por pocillo.

La experiencia quedé subdividida en:

= Experiencia 1.1: Efecto de la complementacion del medio de MIV con EGF o con

fragmentos de pared folicular (FPF) sobre la maduracidén in vitro v la fecundacién

in vitro

A las 18 horas de CE, la mitad de los zigotos de cada grupo fueron fijados y tefiidos

con Hoechst 3342, y en ellos se valoraron los siguientes parametros:

- % Maduracién nuclear y % PNM: para valorar la maduraciéon nuclear y

citoplasmatica, respectivamente.
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- % Penetracién, % Monospermia, y E/O: para evaluar la fecundacion.

Asimismo, se evaluaron los siguientes pardmetros espermaticos en el semen fresco
tras la recogida (volumen del eyaculado, concentracion espermadtica, porcentaje de células
en movimiento, calidad del movimiento, grado de aglutinacion, grado de morfoanomalias y
estado del acrosoma); en el semen refrigerado durante 24 h (porcentaje de células en
movimiento, calidad del movimiento y estado del acrosoma); y en el semen diluido en el
medio de fecundacion (porcentaje de células en movimiento, calidad del movimiento y

porcentaje de espermatozoides vivos).

Esta experiencia se llevo a cabo en 7 replicados consecutivos, analizandose los

resultados de todos ellos de forma conjunta.

= Experiencia 1.2: Efecto de la complementacién del medio de MIV con EGF o con

fragmentos de pared folicular (FPF) sobre el desarrollo embrionario in vitro

El resto de zigotos se dejo en cultivo hasta completar 125 horas, momento en el que
fueron cambiados a medio de cultivo NCSU23 libre de BSA y con 10% de FCS. En éstos

se valoro:

- %Division, %Morulas/n, %Morulas/Divididos, %Blastocistos/n y

%Blastocistos/Divididos: para analizar el desarrollo embrionario.

Esta experiencia se llevo a cabo en 7 replicados consecutivos, analizandose los

resultados de todos ellos de forma conjunta.

= Experiencia 2: Efecto del medio de FIV y de la concentracién espermatica sobre la

penetracion vy la poliespermia

El proposito de esta experiencia fue estudiar el efecto de dos medios de FIV:
TBMm y TALPm (tablas 4 y 5) y de dos concentraciones espermaticas: 0,5x10° y 1x10°

spz/mL sobre la penetracion y la poliespermia, con el fin de conocer la combinacion de
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medio de FIV-concentracion espermatica con la que se obtuvieran menores porcentajes de
poliespermia con una penetracion aceptable. Este estudio fue disefiado como una

experiencia factorial 2x2, dividiéndose en:

= Experiencia 2.1: Efecto del medio de FIV sobre la penetracion y la poliespermia

Se estudio el efecto de los medios de fecundacion TBMm y TALPm sobre los
parametros de fecundacion, para conocer el medio de FIV con el que se alcanzara una

menor poliespermia y una penetracion aceptable.

= Experiencia 2.2: Efecto de la concentracidon espermatica sobre la penetracion y la

poliespermia

Asimismo, se estudi6 el efecto de dos concentraciones espermaticas: 0,5x10° y
1x10° spz/mL sobre los parametros de fecundaciéon, para conocer la concentracion

espermatica mas adecuada.

Los COCs fueron madurados con el medio de MIV seleccionado en la experiencia
1 (MIV-EGF). Tras las 44 horas de maduracion, los ovocitos fueron divididos en cuatro
grupos, segun la combinacién de medio y concentracion espermdtica a la que fueron
sometidos: Grupo: TBM-0,5x106; Grupo: TBM-1x106; Grupo: TALP-0,5x106; y Grupo:
TALP-1x106. Todos los ovocitos fueron incubados con los espermatozoides durante 4
horas, pasadas las cuales fueron puestos en cultivo en medio NCSU23 con 4 mg/mL de
BSA en un volumen de 500 pL. A las 18 horas tras la FIV, todos los posibles zigotos

fueron fijados y tefiidos con Hoechst valorandose los siguientes parametros:

- % maduracién nuclear y % PNM: se tomaron en cuenta como control de la

eficacia de la maduracién nuclear y citoplasmatica, respectivamente.

- % penetracidon, % monospermia y E/O: fueron los parametros en los que nos

fijamos para determinar el grupo con la combinacion mas dptima.
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Al igual que en la experiencia 1, se evaluaron los siguientes parametros
espermaticos en el semen fresco eyaculado (volumen del eyaculado, concentracion
espermadtica, porcentaje de células en movimiento, calidad del movimiento, grado de
aglutinacion, grado de morfoanomalias y estado del acrosoma); en el semen refrigerado
durante 24 h (porcentaje de células en movimiento, calidad del movimiento y estado del
acrosoma); y en el semen diluido en cada uno de los medios de fecundacion TBMm y
TALPm (porcentaje de células en movimiento, calidad del movimiento y porcentaje de

espermatozoides vivos).

Se realizaron 6 replicados consecutivos y los resultados de todos ellos se analizaron

de forma conjunta.

= Experiencia 3: Efecto del método de cocultivo de los ovocitos con los

espermatozoides sobre la penetracion y la poliespermia

El objetivo de esta experiencia fue comparar el efecto de dos métodos diferentes de
cocultivo de los ovocitos con los espermatozoides sobre la penetracion y la poliespermia
para, al igual que en la experiencia anterior, conocer con cudl de ellos se obtenian menores

porcentajes de poliespermia con tasas de penetracion aceptables.

Los COCs fueron madurados con el medio de MIV seleccionado en la experiencia
1 (MIV-EGF). Tras las 44 horas de maduracion, los ovocitos fueron divididos en dos
grupos, que fueron incubados con los espermatozoides con la combinacion de medio y

concentracion seleccionada en la experiencia 2 (medio TBMm y 1x106 spz/mL: TBM-1).

A uno de los grupos (Grupo: Control) se le aplico el método de cocultivo estdndar
de nuestro laboratorio, es decir, la incubacién durante 4 horas con el total de la
concentracion espermatica. Mientras que al otro grupo (Grupo: Método en dos pasos) se le
aplico el método de cocultivo en dos pasos, que consistid en una primera incubacion de 10
minutos con el total de la concentracion espermatica, seguida del paso de los ovocitos con
los espermatozoides adheridos a su ZP a una microgota con medio de fecundacion libre de

espermatozoides, en la que fueron incubados durante 4 horas mas.
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Tras el cocultivo, los posibles zigotos de ambos grupos fueron puestos en cultivo en
medio NCSU23 con 4 mg/mL de BSA en un volumen de 500 pL. A las 18 horas post-
fecundacion, todos los posibles zigotos fueron fijados y tefiiddos con Hoechst, valorandose

los mismos pardmetros de en la experiencia 2:

- % maduracién nuclear, % PNM , % penetracion, % monospermia, y E/O.

Como en las experiencias anteriores, se evaluaron los siguientes parametros
espermaticos en el semen fresco eyaculado (volumen del eyaculado, concentracion
espermatica, porcentaje de células en movimiento, calidad del movimiento, grado de
aglutinacion, grado de morfoanomalias y estado del acrosoma); en el semen refrigerado
durante 24 h (porcentaje de células en movimiento, calidad del movimiento y estado del
acrosoma); y en el semen diluido en el medio de fecundaciéon (porcentaje de células en

movimiento, calidad del movimiento y porcentaje de espermatozoides vivos).

Esta experiencia se llevo a cabo en 6 replicados consecutivos, analizandose los

resultados de todos ellos de forma conjunta.

= Experiencia 4: Efecto de la complementacion del medio de CE con aminoécidos y

de la relacion de embriones/volumen de medio sobre la division y el desarrollo

embrionario in vitro

En esta experiencia se examind el efecto de dos modificaciones del sistema de CE
estandar de nuestro laboratorio: la complementacion del medio de cultivo con aminoéacidos
(esenciales y no esenciales) y la reduccion del volumen de medio por embrion, sobre la
division embrionaria y el desarrollo hasta el estadio de blastocisto. La finalidad de este
estudio fue averiguar con cudl de las distintas combinaciones de medio de cultivo-volumen
de medio se conseguia una mayor eficacia en desarrollo embrionario preimplantacional. Al
igual que en la experiencia 2, este estudio fue disefiado como una experiencia factorial 2x2,

dividiéndose en:
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= Experiencia 4.1: Efecto de la complementacion del medio de CE con aminoacidos

esenciales v no esenciales sobre la division v el desarrollo embrionario in vitro

Se estudid el efecto del enriquecimiento del medio de cultivo con aminoécidos
(esenciales y no esenciales (BME y MEM) sobre la division y el desarrollo embrionario

hasta morula y blastocisto.

= Experiencia 4.2: Efecto de la relacion de embriones/volumen de medio sobre la

divisién vy el desarrollo embrionario in vitro

Se estudio el efecto sobre la division y desarrollo embrionario preimplantacional
del cultivo de embriones en 500 pL. de medio, volumen de cultivo estandar en nuestro
laboratorio, o en microgotas de 50 uL de medio, reduciendo de este modo el volumen de

medio por embrion.

La MIV y FIV de los ovocitos se realiz6 incluyendo las modificaciones estudiadas
en las anteriores experiencias con las que se habian obtenido mejores resultados. Por lo
tanto, todos los ovocitos fueron madurados en el medio de maduracion MIV-EGF, ¢
incubados con los espermatozoides en el medio de fecundacion TBMm, a una

concentracién de 1x10° spz/mL y con el método de cocultivo en dos pasos.

Tras 4 horas de cocultivo con los espermatozoides, los posibles zigotos fueron
divididos en cuatro grupos segin si el medio de cultivo utilizado se enriquecia
(NCSU23aa) o no (NCSU23) con aminoacidos (tabla 7); y si el cultivo de embriones se
realizaba, como anteriormente, en 500 pL. de medio cubierto de aceite mineral, o en

microgotas de 50 uL de medio cubiertas también de aceite mineral.

De este modo, los cuatro grupos quedaron constituidos de la siguiente manera:
Grupo: NCSU23-500 (sin aminoacidos y en un volumen de 500 pL); Grupo: NCSU23-50
(sin aminoacidos y en microgotas de 50 uL); Grupo: NCSU23aa-500 (con aminoacidos y

en un volumen de 500 pL); y Grupo: NCSU23aa-50 (con aminoacidos y en microgotas de
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50 pL). Todos los medios de cultivo fueron enriquecidos con 4 mg/mL de BSA durante las

primeras 125 horas de incubacion, y con 10% de FCS a partir de entonces (tabla 7).

En cada uno de los grupos se evaluaron los siguientes parametros:

- %Divisidn, %Morulas/n, %Moérulas/Divididos, %Blastocistos/n,

%Blastocistos/Divididos y %Blastocistos/Moérulas.

Se evaluaron, como en las experiencias anteriores, los siguientes parametros
espermaticos en el semen fresco tras la eyaculacion (volumen del eyaculado, concentracion
espermatica, porcentaje de células en movimiento, calidad del movimiento, grado de
aglutinacion, grado de morfoanomalias y estado del acrosoma); en el semen refrigerado
durante 24 h (porcentaje de células en movimiento, calidad del movimiento y estado del
acrosoma); y en el semen diluido en el medio de fecundaciéon (porcentaje de células en

movimiento, calidad del movimiento y porcentaje de espermatozoides vivos).

Esta experiencia se llevo a cabo en 8 replicados consecutivos, analizandose los

resultados de todos ellos de forma conjunta.

3.11. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de maduracion nuclear, penetracion, formacion de pronucleo
masculino, division, moérulas y blastocistos se expresan como porcentaje medio £+ SEM
(error estandar de la media). El nimero de espermatozoides por ovocito penetrado (E/O) se
expresa como numero medio £ SEM (error estandar de la media). Las medias, tanto de los
porcentajes como del E/O, fueron calculadas por minimos cuadrados para tener en cuenta

el diferente nimero de observaciones en cada tratamiento.
Para todo el analisis estadistico se utiliz6 el procedimiento GLM (General Linear

Model) del paquete estadistico SAS (SAS, 1998). Se consideraron diferencias

estadisticamente significativas aquéllas que alcanzaron niveles de probabilidad de P<0,05.
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1.C 1.D
Figura 1. 1.A: Ovario con desarrollo folicular adecuado. 1.B: Ovario con foliculos
grandes (didmetro>7 mm). 1.C: Ovario con foliculos pequefios (didmetro<3mm).
1.D: Ovario con presencia de cuerpos luteos.

2.A 2.B
Figura 2. 2.A: Puncién de foliculos ovaricos con bisturi. 2.B: Decantacion de COCs
diluidos en PBSm.
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3.1 3.2

Figura 3. Seleccion de COCs 3.1: Estereomicroscopio y sistema de manipulacion de
COCS, ovocitos y embriones. 3.2: Detalle de pipeta Pasteur preparada para la
manipulacién y placa de Petri.

42 43
Figura 4. Morfologia de los COCs porcinos. 4.1: Ovocito rodeado por mas de tres
capas de células del cimulus y pedunculo de unioén a la pared folicular. 4.2: Ovocito
rodeado por menos de tres capas de células del ciimulus. 4.3: Ovocito desnudo.

Figura 5. COC porcino en el que se aprecia la expansion del cumulus.

123



Material y métodos

Figura 6. Ovocito porcino en estadio de rotura de vesicula germinal.
Tincion con Hoechst 33342. Microscopio de epifluorescencia, 400
aumentos.

Figura 7. Ovocito porcino en estadio de metafase I. Tinciébn con
Hoechst 33342. Microscopio de epifluorescencia, 400 aumentos.

Figura 8. Ovocito porcino en estadio de metafase II. Tincion con
Hoechst 33342. Microscopio de epifluorescencia, 400 aumentos.
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Figura 9. Ovocito porcino monospérmico con dos pronucleos y dos
corpusculos polares. Tincion con Hoechst 33342. Microscopio de
epifluorescencia, 400 aumentos.

Figura 10. Ovocito porcino poliespérmico con tres prontcleos y varias
cabezas descondensadas. Tincion con Hoechst 33342. Microscopio de
epifluorescencia, 400 aumentos.

Figura 11. Ovocito porcino poliespérmico con varios pronucleos y
cabezas descondensadas. Tinciéon con Hoechst 33342. Microscopio de
epifluorescencia, 400 aumentos.
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Figura 12. Ovocito porcino con cabeza espermatica descondensada.
Tincion con Hoechst 33342. Microscopio de epifluorescencia, 600
aumentos.

Figura 13. Espermatozoide porcino alterado emitiendo fluorescencia
roja. Tincién con Diacetato de carboxifluoresceina-loduro de propidio.
Microscopio de epifluorescencia, 600 aumentos.

Figura 14. Tres espermatozoides porcinos funcionales emitiendo
fluorescencia verde. Tincidon con Diacetato de carboxifluoresceina-
Ioduro de propidio. Microscopio de epifluorescencia, 600 aumentos.

Material y métodos
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Figura 15. Grupo de embriones porcinos en diferentes estadios de desarrollo.
Microscopio invertido con 6ptica Hoffman, 100 aumentos.

16.A 16.B
Figura 16: 16.A. Embriones porcinos de una célula. Microscopio invertido con dptica
Hoffman, 100 aumentos. 16.B. Embrién porcino de dos células. Microscopio invertido
con optica Hoffman, 100 aumentos.
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NS

Figura 17. Embriéon porcino en estadio de morula. Microscopio
invertido con dptica Hoffman, 200 aumentos.

Figura 18. Embriéon porcino en estadio de moérula compacta.
Microscopio invertido con 6ptica Hoffman, 200 aumentos.

Figura 19. Embrién porcino en estadio de morula compacta, a la
izquierda; y embrion porcino iniciando la formacion del blastocele, a la
derecha. Microscopio invertido con 6ptica Hoffman, 200 aumentos.
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Figura 20. Blastocisto porcino con pequefio blastocele. Microscopio
invertido con 6ptica Hoffman, 200 aumentos.

Figura 21. Blastocisto porcino con blastocele de mayor tamafo.
Microscopio invertido con 6ptica Hoffman, 200 aumentos.

Figura 22. Blastocisto porcino cuyo blastocele ocupa casi la totalidad del
embrién, en la parte superior se aprecia la masa celular interna.
Microscopio invertido con 6ptica Hoffman, 200 aumentos.
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Figura 23. Blastocisto porcino expandido. Microscopio invertido con
optica Hoffman, 200aumentos.

Figura 24. Blastocisto porcino expandido. Microscopio invertido con
optica Hoffman, 400aumentos.

Figura 25. Blastocisto porcino expandido y colapsado, se aprecia un
mayor espacio perivitelino. Microscopio invertido con 6ptica Hoffman,
200aumentos.
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Figura 26. Blastocisto porcino eclosionando, en la parte inferior se
aprecia la rotura de la zona pelicida y la salida del embrion.
Microscopio invertido con 6ptica Hoffman, 400 aumentos.

= - | NN
Figura 27. Blastocisto porcino totalmente eclosionado, desprovisto de la

zona pelicida. Microscopio invertido con Ooptica Hoffman, 200
aumentos.

Figura 28. Detalle de un blastocisto porcino eclosionado, se aprecian las
células del trofoblasto. Microscopio invertido con 6ptica Hoffman, 400
aumentos.

131



RESULTADOS

132



Resultados

4. RESULTADOS

A continuacion se exponen los resultados alcanzados en cada una de las cuatro
experiencias que constituyen el presente trabajo. Los datos fueron analizados siguiendo la

metodologia descrita.

4.1. EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DEL MEDIO DE MIV CON
FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF) O CON FRAGMENTOS
DE PARED FOLICULAR (FPF) SOBRE LA MADURACION IN VITRO, LA
FECUNDACION /N VITROY EL DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO

Los resultados de esta experiencia se dividen en el efecto del medio de MIV sobre
la maduracion y fecundacion, valorados en los ovocitos fijados tras la FIV, y sobre el

desarrollo embrionario, que se evalu6 en los ovocitos dejados en cultivo.

4.1.1. Efecto de la complementacion del medio de MIV con EGF o con FPF

sobre la maduracion in vitro y la fecundacion in vitro

Los resultados en el porcentaje de maduracion nuclear no se vieron afectados por la
suplementacion del medio de MIV con EGF (92,5%) o con FPF (90,2%) respecto al medio
control (91,4%). Sin embargo, el porcentaje de formacion de PNM, parametro con el que
se evaluo el grado de maduracion citoplasmatica, si fue significativamente superior al
afladir EGF (93,6%; P<0,0001) y FPF (88%; P=0,006) en comparacion con el obtenido
con el medio de MIV control (73,6%) (Tabla 8).

En cuanto a los resultados de fecundacion, no se observaron diferencias
significativas entre los tres tratamientos ni en el porcentaje de penetracion, que se situd en
torno al 50%, ni en el numero medio de espermatozoides por ovocito, que oscilé entre 1,6
y 1,8, tal y como se refleja en la tabla 8. Por el contrario, la suplementacion con EGF
incrementd de manera significativa (P=0,024) el porcentaje de monospermia respecto al

medio control (67,2% vs 52.6%).
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Tabla 8. Media y error estdindar de la media para los distintos parametros de

maduracion y fecundacion de los ovocitos madurados con los tres tipos de medio de MIV,

en 7 replicados.

% % % %
LG Maduraciéon Penetracion Monospermia PNM E/O

MIV
Nuclear (n) (madurados) (penetrados) (penetrados)

Control 249 914+1,.8" 532+3,1° 52,6+4,6" 73,6£3,6" 1,7£0,1°

FPF 243 902+1,7* 50,1+3,0° 594+49® 880+3,8° 18+0,1°

EGF 258 925+1,7% 502+3,0° 672+46° 936+3,6° 1,6+0,1°

Control: Medio NCSU23 libre de BSA con 10% de PFF y 0,1 mg/mL de cisteina
FPF: Medio control complementado con 6 fragmentos de pared folicular (FPF)
EGF: Medio control complementado con 10 ng/mL de EGF

n: nimero de ovocitos fijados

PNM: formacion de pronucleo masculino

E/O: nimero medio de espermatozoides por ovocito penetrado

a, b: superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05)
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Tabla 9. Media y error estaindar de la media para los distintos parametros

espermaticos del semen empleado en la experiencia 1, en 7 replicados.

Parametros Semen Semen Semen diluido

espermaticos fresco refrigerado en TBMm

Volumen de la fraccién rica del 60,2+12,3

eyaculado (mL)

Concentracion espermatica ( 10’ 84,8+17,1

spz/mL)

Espermatozoides moéviles (%) 80,8+2,8 78,5+6,5 75,4+5.4
Calidad movimiento (0-5) 3,9+0,1 3,0+0 5+0
Aglutinacion (0-2) 0,8+0,3

Morfoanomalias (%) 4,6+2,2

Acrosomas normales (%) 95,2+1,9 94,7+2,3
Espermatozoides funcionales (%) 77,2433

En la tabla 9 se muestran los resultados de los diferentes parametros espermaticos
analizados en el semen eyaculado recién recogido (semen fresco), en el semen diluido en
medio de conservacion y mantenido a 15°C durante 24 horas (semen refrigerado) y en el
semen diluido en el medio de fecundacion TBMm e incubado durante 5-10 minutos en
condiciones de 39°C de temperatura y 5% de CO, en atmosfera saturada de humedad
(semen diluido en TBMm). Los resultados obtenidos permitieron considerar como valido
para su utilizacion en la fecundacion in vitro al semen empleado para cada uno de los 7

replicados.

4.1.2. Efecto de la complementacion del medio de MIV con EGF o con FPF

sobre el desarrollo embrionario in vitro

Aunque no se observaron diferencias en la tasa de division a las 48 h entre ninguno
de los tratamientos, en los ovocitos madurados en medio complementado con EGF el

porcentaje de morulas (31,4% vs 22,4%, P=0,026) y de blastocistos respecto al total (4,3%
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vs 1%, P=0,028) fueron significativamente superiores comparado con el control,

encontrando asimismo una tendencia a la significacion en la tasa de desarrollo a moérula

(P=0,082) y a blastocisto (P=0,056) respecto los divididos entre estos dos tratamientos. La

complementacion del medio de maduracion con FPF no mostré ninguna diferencia

significativa respecto a los otros dos tratamientos, en relacion a los parametros de

desarrollo embrionario evaluados (Tabla 10).

Tabla 10. Media y error estandar de la media para los distintos parametros de

desarrollo embrionario tras la FIV de los ovocitos madurados con los tres tipos de medio

de MIV, en 6 replicados.

% % % % %
Medio
MIV n Division Morulas Morulas Blastocistos Blastocistos
(n) (n) (divididos) (n) (divididos)
Control 246 42,1+33°% 224+29% 550449 1,0+1,1° 25+26*
FPF 259 457+3,1°% 258428 600+43% 27+1,0® 6,5+2,2"°
EGF 265 484+3,1% 314+28° 662+42" 43+10° 89+22%

Control: Medio NCSU23 libre de BSA con 10% de PFF y 0,1 mg/mL de cisteina
FPF: Medio control complementado con 6 fragmentos de pared folicular (FPF)

EGF: Medio control complementado con 10 ng/mL de EGF

n: nimero de presuntos zigotos puestos a cultivar

a, b: superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)

*: tendencia a la significacion (P=0,082)

+: tendencia a la significacion (P=0,056)
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Figura 29. Efecto de la complementacion del medio de MIV con EGF o con FPF

sobre la maduracion y la fecundacion in vitro
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Figura 30. Efecto de la complementacion del medio de MIV con EGF o con FPF
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42. EFECTO DEL MEDIO DE FIV Y DE LA CONCENTRACION
ESPERMATICA SOBRE LA PENETRACION Y LA POLIESPERMIA

El empleo del medio TALPm en la FIV dio lugar a tasas de penetracion
significativamente mas elevadas (P<0,0005) que el del TBMm. Si nos centramos en el
medio TALPm, la penetracion alcanzada al utilizar la concentracion de 1x106 spz/mL fue
significativamente mas elevada que con la de 0,5x106 spz/mL (98,8% vs 90,7%, P=0,024).
El mismo comportamiento se observé con respecto a la concentracion de semen al emplear
el medio TBMm, obteniendo un 77,7% de penetraciones con 1x106 spz/mL frente a un

52,9% con 0,5x106 spz/mL (P<0,0001) (Tabla 11).

En cambio, el porcentaje de monospermia fue significativamente menor con el
medio TALPm frente al TBMm (P<0,0001). No se apreciaron diferencias significativas
dentro de cada medio de FIV segin la concentracién empleada, siendo la tasa de
monospermia de 15,3% con la combinacion TALP-0,5 vs 11,7% con la TALP-1, y de
54,6% con TBM-0,5 vs 45,6% con TBM-1, aunque entre estos Ultimos se observd una
tendencia a la significacion (P=0,064). De igual modo, no fueron significativas las
diferencias en el nimero de espermatozoides por ovocito penetrado (E/O) dentro de cada
medio entre las dos concentraciones espermaticas empleadas (6,9 en TALP-0,5 vs 7,9 en
TALP-1; y 1,7 en TBM-0,5 vs 2,1 en TBM-1), aunque si lo fueron entre los dos medios,

independientemente de la concentracion (P<0,01) (Tabla 11).
En la tabla 11 también quedan reflejados los valores de los parametros evaluados

como control de la para ninguno de los cuatro tratamientos, siendo tanto el porcentaje de

maduracion nuclear como el de formacion de PNM superiores al 94% en todos los casos.
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Tabla 11. Media y error estandar de la media para los distintos parametros de
maduracion y fecundacion de los ovocitos fecundados con los dos tipos de medio de FIV y

las dos concentraciones de espermatozoides, en 6 replicados.

% % % %

n  Maduracion Penetracion Monospermia PNM E/O

Medio FIV-

spz/mL
Nuclear (n) (madurados) (penetrados) (penetrados)

TALP-0,5 236 969+12° 90,7+25% 153+29° 948+17% 69+1,1°

TALP -1 209 97,0+12° 988+25"° 11,7+£2,7° 96,1+1,6" 79+1,1°

TBM-0,5 227 963+12° 529+26° 546+38° 954+23% 1,7+1,1°

TBM -1 212 975+12%  77,7+259 456+3,1° 947+18* 2,1+1,1°

TALP — 0,5: Medio TALPm y 0,5x10° spz/mL

TALP — 1: Medio TALPm y 1x10° spz/mL

TBM —0,5: Medio TBMm y 0,5x10° spz/mL

TBM — 1: Medio TBMm y 1x10° spz/mL

n: nimero de ovocitos fijados

PNM: formacion de pronucleo masculino

E/O: nimero medio de espermatozoides por ovocito penetrado

a, b, ¢, d: superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05)

*: tendencia a la significacion (P=0,064)
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Figura 31. Efecto del medio de FIV y de la concentracion espermatica sobre la

penetracion y la poliespermia
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Tabla 12. Media y error estandar de la media para los distintos parametros

espermaticos del semen empleado en la experiencia 2, en 6 replicados.

Parametros Semen Semen Semen diluido Semen diluido

Espermaticos fresco refrigerado en TBMm en TALPm

Volumen de la fraccion rica del 68,8+18.6
eyaculado (mL)

Concentracién espermatica (107 100+18,2

spz/mL)

Espermatozoides moéviles (%) 82,8+4,8 78,9+5,7 73,8+3,2 78,2443
Calidad movimiento (0-5) 3,9+0,2 3,00 4,8+0.4 4,7+0,4
Aglutinacion (0-2) 0,9+0,3

Morfoanomalias (%) 4,8+2,1

Acrosomas normales (%) 96,1+£2,4 94,8+2

Espermatozoides funcionales (%) 77,0+£3,3 77,8+3,8

En la tabla 12 se muestran los resultados de los diferentes pardmetros espermaticos
analizados en el semen eyaculado recién recogido (semen fresco), en el semen diluido en
medio de conservacion y mantenido a 15°C durante 24 horas (semen refrigerado) y en el
semen diluido en cada uno de los medios de fecundacion TBMm y TALPm e incubado
durante 5-10 minutos en condiciones de 39°C de temperatura y 5% de CO, en atmosfera
saturada de humedad (semen diluido en TBMm o semen diluido en TALPm). Los
resultados obtenidos permitieron considerar como valido para su utilizacion en la

fecundacion in vitro al semen empleado para cada uno de los 6 replicados.
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4.3. EFECTO DEL METODO DE COCULTIVO DE LOS OVOCITOS CON LOS
ESPERMATOZOIDES SOBRE LA PENETRACION Y LA POLIESPERMIA

Tanto el porcentaje de penetracion (P=0,001) como el de monospermia (P<0,0001)
fueron significativamente diferentes entre los dos métodos de cocultivo empleados. Con el
método control se logrd una tasa de penetracion mas elevada, 76% vs 66,6%, que con el
método en los pasos; mientras que este ultimo dio una tasa de monospermia que casi
duplic6é la alcanzada con el método control (63,8% vs 35,6%). El numero de
espermatozoides por ovocito penetrado fue superior con el método control (2,8 vs 1,7;

P=0,045) (Tabla 13).

Al igual que ocurri6 en el experimento anterior, no se produjeron diferencias entre

los dos tratamientos respecto a la tasa de maduracion nuclear y de formacion de PNM.

Tabla 13. Media y error estandar de la media para los distintos parametros de
maduracion y fecundacion de los ovocitos fecundados con los dos tipos de métodos de

cocultivo espermatozoides-ovocitos, en 6 replicados.

Método % % % %
Cocultivo n  Maduracion Penetracion Monospermia PNM E/O
Spz-ovocito Nuclear (n) (madurados) (penetrados) (penetrados)

Control 367 945+12°%  76,0+£2,1° 356+3,0°  90,7+2,0* 2,8+0,3°

2-pasos 372 927+12° 66,6+21° 638+34° 855+23* 1,7+0,3°"

Control: 4 h con 1x106 spz/mL

2-pasos: 10 min con 1x106 spz/mL y 4 h con los espermatozoides adheridos a la ZP
n: nimero de ovocitos fijados

PNM: formacion de pronucleo masculino

E/O: nimero medio de espermatozoides por ovocito penetrado

a, b: superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05)
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Figura 32. Efecto del método de cocultivo de los ovocitos con los espermatozoides sobre

la penetracion y la poliespermia
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Tabla 14. Media y error estandar de la media para los distintos parametros

espermaticos del semen empleado en la experiencia 3, en 6 replicados.

Parametros Semen Semen Semen diluido
espermaticos fresco refrigerado en TBMm
Volumen de la fraccion rica del 66,8+17.4
eyaculado (mL)
Concentracion espermatica (107 103,4+19.4
spz/mL)
Espermatozoides moéviles (%) 84=4.8 82+6,4 72,543.8
Calidad movimiento (0-5) 4+0 30 50
Aglutinacion (0-2) 1+0
Morfoanomalias (%) 5,8+3
Acrosomas normales (%) 96,6+2,6 95+2,5
Espermatozoides funcionales (%) 75,3+£2,6

En la tabla 14 se muestran los resultados de los diferentes pardmetros espermaticos
analizados en el semen eyaculado recién recogido (semen fresco), en el semen diluido en
medio de conservacion y mantenido a 15°C durante 24 horas (semen refrigerado) y en el
semen diluido en el medio de fecundacion TBMm e incubado durante 5-10 minutos en
condiciones de 39°C de temperatura y 5% de CO, en atmosfera saturada de humedad
(semen diluido en TBMm). Los resultados obtenidos permitieron considerar como valido
para su utilizacion en la fecundacion in vitro al semen empleado para cada uno de los 6

replicados.
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4.4. EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DEL MEDIO DE CE CON
AMINOACIDOS Y DE LA RELACION DE EMBRIONES/VOLUMEN DE
MEDIO SOBRE LA DIVISION Y EL DESARROLLO EMBRIONARIO IN
VITRO

En general, el desarrollo embrionario se mejoro al enriquecer el medio de cultivo
con aminoacidos, sin observarse grandes diferencias al reducir el volumen cultivo de 500

uL a microgotas de 50 pL.

Las tasas de division a las 48 h alcanzadas con el medio NCSU23 fueron de 56,4%
en 500 puL vs 57,8% en 50 puL, mientras que con el suplemento de aminoacidos la division
ascendio a 74,3% en 500 pL vs 68,2% en 50 pL. Las diferencias solo fueron significativas
entre la adicion o no de aminoacidos (P<0,005), pero no entre diferentes voliumenes dentro
del mismo medio de cultivo. Sin embargo si se pudo apreciar una tendencia a la
significacion (P=0.097) a favor de la combinacion NCSU23aa-500 frente a la de
NCSU23aa-50.

El desarrollo hasta el estadio de morula respecto al total fue superior
significativamente en el medio NCSU23aa (51,2% en 500 uL y 55,8% en 50 pL) frente al
mismo medio sin suplementacion (32,7% en 500 pL y 42,3% en 50 uL). En el caso del
medio NCSU23 si se observd una mejoria significativa (P=0,013) al reducir el volumen de

cultivo a 50 puL.

Al valorar el porcentaje de morulas respecto a los embriones divididos, el
desarrollo fue significativamente mas elevado al cultivar en microgota de 50 pL para los
dos medios: en el medio NCSU23 (57,5% en 500 pL vs 75,5% en 50 uL; P=0,0002) y en
el medio NCSU23aa (69,2% en 500 pL vs 82,7% en 50 pL; P=0,001). En el caso del
cultivo en 500 pL, la adiciéon de aminoacidos también mejoro significativamente (P=0,007)
el desarrollo a mérulas, aunque no hubo diferencias al cultivar en microgota de 50 puL. con

0 sin aminoacidos.
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Los resultados de porcentaje de blastocisto respecto al total de presuntos zigotos se
comportaron del mismo modo que los de division, observandose una mejoria significativa
(P<0,01) al enriquecer el medio con aminodcidos: 27,6% en 500 pL y 28,9% en 50 pL,
comparado con la no suplementacion: 15,4% en 500 pL y 19,5% en 50 pL. Asimismo, no
hubo diferencias significativas dentro de cada medio al comparar diferentes volumenes de

cultivo.

El porcentaje de blastocistos respecto a los embriones divididos sélo fue
significativamente diferente entre la adicion o no de aminoécidos (37,2% en NCSU23aa vs
26,9% en NCSU23) en el cultivo en 500 pL; y hubo una tendencia a la significacion
(P=0,095) en los cultivados en medio NCSU23 segtin el volumen de cultivo (26,9% en 500
uL vs 35,7% en 50 uL). En cambio, no hubo diferencias en el porcentaje de morulas que se
desarrollaron a blastocisto, ni entre los dos medios de cultivo ni entre los dos volimenes de

medio.
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Tabla 15. Media y error estandar de la media para los distintos parametros de
desarrollo embrionario de los posibles zigotos cultivados en los dos tipos de medio de CE

y los dos volimenes diferentes de cultivo, en 8 replicados.

% % % % % %

Medio CE
n Division Morulas Morulas  Blastocisto Blastocisto Blastocisto

-Volumen
(n) (n) (divididos) (n) (divididos) (morulas)
1\1(_35501(})23 355 564+2,6" 32,7427 575+33" 154+23% 269+37" 482+54"
NP 336 578426 423£28° 75.5£34% 1955247 3574380 47.9£47°
NET23M8 353 74326 512+27° 692428 27,6+24° 372431" 544£40°
Ncs_gohaa 332 682+2,6" 558+28°¢ 82,7+3,0° 289+24"° 431+33" 523+£39°

NCSU23 - 500: Medio NCSU23 y 500 pL de volumen

NCSU23 — 50: Medio NCSU23 y microgota de 50 uL.

NCSU23aa — 500: Medio NCSU23 con aminoacidos y 500 pL de volumen

NCSU23aa — 50: Medio NCSU23 con aminoacidos y microgota de 50 uL

n: namero de presuntos zigotos puestos a cultivar

a, b, c: superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05)
*: tendencia a la significacion (P=0,098)

+: tendencia a la significacion (P=0,095)

147



Resultados

Figura 33. Efecto de la complementacion del medio de CE con aminoacidos y de la
relacion de embriones/volumen de medio sobre la division y el desarrollo embrionario in

vitro
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Tabla 16. Media y error estindar de la media para los distintos parametros

espermaticos del semen empleado en la experiencia 4, en 8 replicados

Parametros Semen Semen Semen diluido
espermaticos fresco refrigerado en TBMm
Volumen de la fraccion rica del 56,1+9,6
eyaculado (mL)
Concentracion espermatica (107 102,7£16,3
spz/mL)
Espermatozoides méviles (%) 78,8+2,2 76,3+£6,3 76,9452
Calidad movimiento (0-5) 3,9+0,2 3+0 5,00
Aglutinacioén (0-2) 0,8+0,4
Morfoanomalias (%) 3,9+1,8
Acrosomas normales (%) 94,8+2,1 94,5+£2,2
Espermatozoides funcionales (%) 78,8+4,2

En la tabla 16 se muestran los resultados de los diferentes parametros espermaticos

analizados en el semen eyaculado recién recogido (semen fresco), en el semen diluido en

medio de conservacion y mantenido a 15°C durante 24 horas (semen refrigerado) y en el

semen diluido en el medio de fecundacidon TBMm e incubado durante 5-10 minutos en

condiciones de 39°C de temperatura y 5% de CO, en atmosfera saturada de humedad

(semen diluido en TBMm). Los resultados obtenidos permitieron considerar como valido

para su utilizacion en la fecundacion in vitro al semen empleado para cada uno de los 8

replicados.
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5. DISCUSION

El efecto positivo de la adicion al medio de MIV del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) o de fragmentos de pared folicular (FPF) sobre la maduracion nuclear,
la maduracion citoplasmatica y el posterior desarrollo hasta blastocisto tras la FIV de
ovocitos porcinos ha quedado demostrado en numerosos trabajos (Ding y Foxcroft, 1994b;
Abeydeera et al., 1998b, 1998c, 1999b; Liu et al., 1997). Ding y Foxcroft (1994b)
comprobaron un efecto beneficioso sobre la formacion de PNM en ovocitos porcinos al
enriquecer el medio de MIV con EGF y/o FPF, en presencia de gonadotropinas. Sin
embargo, este estudio comparativo entre el EGF y los FPF (Ding y Foxcroft, 1994b) solo
se realizd sobre la maduracidon y penetracion del ovocito, sin evaluarse la capacidad de

desarrollo embrionario posterior.

En nuestro estudio, no observamos diferencias significativas entre los tres
tratamientos (control, FPF o EGF) en la maduracion nuclear, la penetracion, el nimero de
espermatozoides por ovocito penetrado (E/O), o la divisiéon embrionaria a las 48 h, al igual
que ocurrid en los trabajos anteriormente citados (Ding y Foxcroft, 1994b; Abeydeera et

al., 1998b, 1998¢, 1999b).

En cambio, la maduracion citoplasmatica, evaluada segun el porcentaje de
formacion de PNM en los ovocitos penetrados, fue significativamente superior en los
ovocitos tratados con EGF (93,6%) o con FPF (88%) respecto a los controles (73,6%). En
los trabajos realizados por Abeydeera et al. en los que se estudio el efecto de la adicion de
10 ng/mL de EGF (1998c) o de 6 FPF (1998b) al medio de maduracion, en condiciones
muy similares a las de nuestro estudio excepto por el uso de semen congelado en vez de
refrigerado, no se encontraron diferencias en la formacion de PNM entre el control y cada
uno de los tratamientos. Estos autores (Abeydeera et al., 1999b) tampoco observaron
diferencias en la tasa de formacion de PNM al madurar ovocitos porcinos en medio
TCM199 libre de proteinas con 0,1% de PVA en ausencia de EGF o enriquecido con 10
ng/mL de EGF, o en medio NCSU23 con PFF y 10 ng/mL de EGF. En cambio, en un

estudio similar realizado por Wang y Niwa (1995), si se increment6 la formacion de PNM
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al afadir 1-100 ng/mL de EGF al medio TCM199 libre de proteinas con 0,1% de PVA,

respecto a la no adicion.

No obstante, al comparar la concentracion intracelular de glutation (GSH) entre los
ovocitos madurados con o sin adicion de FPF (Abeydeera et al., 1998b), y con o sin
adicion de EGF (Abeydeera et al., 1999b), si se encontré una mejora significativa con el
suplemento en ambos casos; lo que demuestra una mejora en la maduracion citoplasmatica
tanto con FPF como con EGF que, en algunos casos, no se aprecié con el parametro de

formacion de PNM.

Respecto al porcentaje de monospermia, en tres de los trabajos anteriormente
citados (Abeydeera et al., 1998b, 1998c, 1999b) no se aprecidé una mejoria con la adicion
bien de EGF o de FPF. En nuestro caso, s6lo observamos diferencias significativas en el
porcentaje de monospermia entre los ovocitos madurados en medio control (52,6%) y los
madurados en medio enriquecido con EGF (67,2%). En nuestra opinion, la reduccion de la
poliespermia que hemos logrado en presencia de EGF podria deberse al efecto
estimulatorio del EGF sobre la produccion y retencion de acido hialuronico dentro de la
matriz extracelular de los cimulus expandidos (Prochazka et al., 2000). Se sabe que la
adicion de acido hialurénico durante la preincubacion espermadtica o el cocultivo de los
espermatozoides con los ovocitos tiene un efecto positivo sobre la tasa de monospermia
(Suzuki et al., 2000), que puede deberse a la capacidad del acido hialurénico de estimular
la capacitacion espermatica sin inducir la reaccion acrosdmica espontanea (Rodriguez-

Martinez et al., 1997, 1998a).

Aunque en nuestro sistema de fecundacion los ovocitos son denudados antes de ser
expuestos a los espermatozoides, el 4cido hialurdonico se inserta en la region esponjosa mas
externa de la ZP, pudiéndose considerar parte de la ZP (Talbot y DiCarlantonio, 1984). Por
lo tanto, el mayor contenido en é4cido hialurénico de la region exterior de la ZP de los
ovocitos tratados con EGF podria actuar sobre los espermatozoides una vez llegan a las
proximidades del ovocito, estimulando la capacitacion espermatica sin inducir la reaccion
acrosOmica espontanea. El que en otros trabajos (Abeydeera et al., 1998c, 1999b) no se
haya encontrado un efecto beneficioso del EGF sobre la monospermia podria deberse a

diferencias en los protocolos empleados en cada caso.
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En cuanto al desarrollo embrionario hasta el estadio de morula y de blastocisto, s6lo
encontramos diferencias significativas entre el medio control y el enriquecido con EGF
(22,4% vs 31,4%, en el porcentaje de moérulas; y 1% vs 4,3% en el de blastocistos); sin
mostrar el tratamiento con FPF diferencias con ninguno de los otros dos, ni en el

porcentaje de morulas (25,8%) ni en el de blastocistos (2,7%).

Estos resultados estarian en concordancia, en el caso del EGF, con los de otros
autores (Abeydeera et al., 1998c, 1999b), que también obtuvieron mejoras en el desarrollo
a blastocisto con la adicion; pero no con los trabajos en los que se estudi6 la adicion de
FPF (Abeydeera et al., 1998b), pues en ellos también se logré una mejora en la tasa de
blastocisto que nosotros no hemos comprobado. De todos modos, en ninglin caso se hizo
un estudio comparativo de la adiciéon de EGF o FPF al medio de MIV sobre el desarrollo
embrionario. Por otra parte, nuestros resultados de desarrollo a blastocisto (1%-4,3%)
fueron excesivamente bajos, independientemente del tratamiento, por lo que no son
comparables con los de los trabajos citados, en donde el porcentaje de blastocistos en los

controles oscilé de 18% a 22% y en los tratados de 36% a 42%.

Los resultados de la segunda experiencia nos demuestran que la combinacion del
medio de fecundacion TBMm con una concentracion espermatica de 1x10° spz/mL (TBM-
1) es con la que se consigue, en nuestras condiciones de trabajo, el mejor equilibrio entre
una tasa aceptable de penetracion (77,7%) y de monospermia (45,6%). Con la
concentracién de 0,5x10° spz/mL en medio TBMm (TBM-0,5), la tasa de monospermia
(54,6%) fue mayor que con 1x10° spz/mL, presentando una tendencia a la significacion
(P=0,064); pero nos decantamos por la combinacion TBM-1, pues con ella la penetracion
fue significativamente mas elevada que con la TBM-0,5 (77,7% vs 52,9%; P<0,0001). En
el caso del medio TALPm, independientemente de la concentracion de semen, las tasas de
penetracion fueron muy elevadas (90,7-98,8%) y se acompafiaron de una monospermia

excesivamente baja (11,7-15,3%).
Centrandonos en el efecto de la concentraciébn espermadtica, al aumentar la

concentracion de 0,5x10° a 1x10° espermatozoides/mL se produjo un incremento en todos

los parametros de fecundacion evaluados: porcentaje de penetracion y de poliespermia, y
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numero medio de espermatozoides por ovocito penetrado (E/O), independientemente del

medio de fecundacion empleado.

En la microgota de fecundacion se introduce siempre el mismo niimero de ovocitos,
por lo que a mayor concentracion espermatica, van a estar presentes un numero mas alto de
espermatozoides por ovocito durante la FIV. Segun Rath (1992), existe una elevada
correlacion entre el numero absoluto de espermatozoides por ovocito durante la
fecundacion y la incidencia de poliespermia. Asimismo, al incrementarse el ntimero total
de espermatozoides por microgota, también lo hara el nimero de espermatozoides que se
capacitan y/o que sufren reacciones acrosdmicas espontaneas durante el cocultivo con los
ovocitos que, como hemos visto, va a elevar la tasa de penetracion asi como la entrada
simultdnea de mas de un espermatozoide en el ovocito antes de que éste establezca un

bloqueo eficaz de la poliespermia (Abeydeera et al., 1997; Funahashi y Nagai, 2001).

Con relacion al medio de fecundacion empleado, obtuvimos resultados muy
dispares en los pardmetros de fecundacion al comparar los dos medios estudiados. Con el
medio TALPm, la tasa de penetracion fue superior al 90% y cada ovocito fue penetrado
por una media de 7-8 espermatozoides, mientras que el porcentaje de penetraciones
monospérmicas fue menor del 16%. Todo lo contrario ocurrid en el caso del medio
TBMm, con el que tanto las tasas de penetracion (52,9 % y 77,7%) como de monospermia
(54,6% y 45,6%) se mantuvieron en unos niveles intermedios, siendo bajo el nimero de

espermatozoides por ovocito (1,7 y 2,1).

Las diferencias en la composicion de cada uno de los medios (TALPm y TBMm)
pueden explicar los resultados obtenidos. El medio de fecundacion constituye el ambiente
en el que los espermatozoides se van a capacitar, y en el que va a tener lugar la penetracion
y el bloqueo de la poliespermia. Tanto los espermatozoides como los ovocitos van a
responder de diferente manera segin sea la composicion del medio en el que se

encuentren.
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Tabla 17. Diferencias en la composicion entre el medio TBMm y el TALPm

Componentes TBMm (mM) TALPm (mM)

NaCl 113,1 114,1
KCl 3 3,2
CaCl,.2H,0 7,5 0
Lactato calcico 0 8
Tris 20 0
NaHCO; 0 25,1
MgCl,.6H,0 0 0,5
NaH,P0,.H,O 0 0,3
Lactato sodico 0 10
Glucosa 11 5
Piruvato soédico 5 1,1
Cafeina 1 2
BSA Img/mL 3mg/mL
PVA 0 Img/mL
Gentamicina 0,05mg/mL 0
Kanamicina 0 0,01mg/mL
Rojo fenol 0,003 0,003

Tabla 18. Diferencias en los iones entre el medio TBMm y el TALPm

Iones TBMm (mM) TALPm (mM)
HCO; 0 25,1

Ca®* 7,5 8

Na" 118,1 150,6

K" 3 3,2

Cr 131,1 118,2
Mg** 0 0,5
H,PO, 0 0,3
Lactato (C5;Hs03") 0 26
Piruvato (C;H;05") 5 1,1
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En las tablas 17 y 18 se pueden apreciar las diferencias en la composicion de los
dos medios. Vamos a analizarlas, deteniéndonos en aquellas sustancias que van a estimular
la capacitacion espermatica y/o la reaccidon acrosdOmica espontanea, pues van a ser las
principales responsables del incremento observado en la tasa de penetracion, de
poliespermia y en el numero de espermatozoides por ovocito penetrado en el medio

TALPm frente al TBMm.

En primer lugar, el TALPm es un medio tamponado con bicarbonato, mientras que
el TBMm utiliza Tris como agente tampon del pH. Ademas de su funcion reguladora del
pH del medio, el bicarbonato promueve la movilidad, capacitacion y reaccidon acrosdémica
espontanea de los espermatozoides porcinos (Abeydeera et al., 1997) al causar pérdida de
materiales presentes en la superficie de los espermatozoides y estimular la fosforilacion de
proteinas espermaticas y la produccion de AMPc. Aunque el medio TBMm no presenta
bicarbonato en su composicion original, no se puede descartar una cierta produccion de
iones HCOj3; en este medio durante la incubacion en condiciones de 5% de CO; y
atmosfera saturada de humedad. De cualquier modo, la cantidad de HCOj3™ en la microgota
de fecundaciéon con TBMm va a ser inferior a la presente en el medio TALPm, en cuya
composicion inicial hay una concentracion de 25,1 mM de bicarbonato. Segiin Abeydeera
et al. (1997), el aumento de la concentracion de bicarbonato sédico (NaHCO3) en el medio
de fecundacion provoca un incremento en la movilidad, capacitacion y reaccidon

acrosdmica espontanea de los espermatozoides.

El medio TBMm utiliza el cloruro calcico (CaCl,.2H,0) como fuente de calcio,
mientras que el TALPm emplea el lactato calcico, aunque la concentracion de iones Ca”*
presentes en los dos medios es muy similar (7,5mM vs 8mM). Sin embargo, como el
bicarbonato estimula e incrementa el flujo temprano de calcio hacia el citoplasma de los
espermatozoides porcinos (Harrison ef al., 1993) y estos medios tienen diferente cantidad
de HCOs', es de esperar que el calcio no se comporte del mismo modo en cada medio. En
el medio TALPm, con mayor concentracion de bicarbonato, se podria producir una entrada
mas temprana de este i0n en el espermatozoide, que aceleraria el inicio del proceso de
capacitacion, comparado con los espermatozoides incubados en TBMm; pues cuando la
concentracion de Ca®" intracelular alcanza cierto nivel puede ser suficiente para disparar la

reaccion acrosomica espontanea (Yanagimachi, 1994).
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El i6n sodio (Na') también es mas abundante en el medio TALPm (150,6mM en
TALPm vs 118,ImM en TBMm). Los espermatozoides de ratébn requieren una
concentracion de Na' superior a 125mM para que se produzca la capacitacion y reaccion
acrosomica (Fraser et al., 1993). Aunque no hay estudios similares en el cerdo, en el
trabajo que hemos comentado anteriormente (Abeydeera et al., 1997), el aumento de la
concentracion de bicarbonato sddico en el medio de fecundacion incrementd la tasa de
capacitacidon y reaccidon acrosOmica espontdnea en los espermatozoides. En este trabajo,
ademas de elevarse la concentracion de HCOj', el nivel de Na" aumenté de 116mM a
146mM, por lo que no se pudo precisar qué parte del efecto estimulatorio correspondi6 al

bicarbonato y qué parte al sodio.

Respecto a los suplementos macromoleculares, el medio TALPm contiene BSA a
una concentracion mayor que el TBMm (3 mg/mL vs 1 mg/mL), ademas de 1 mg/mL de
PVA que no presenta el TBMm. En un estudio en el que se evalu6 la adicion de 1 6 4
mg/mL de BSA en el medio de fecundacion TBM, aunque no se observaron diferencias en
la penetracion ni en la poliespermia, el E/O fue mucho mayor al aumentar la concentracion
de BSA (7,2 vs 3,8) (Abeydeera y Day, 1997b). Estos resultados coinciden con los que
obtuvimos nosotros respecto al parametro E/O (6,9-7,9 con TALPm vs 1,7-2,1 con
TBMm), y sugieren un efecto de la BSA sobre la capacitacion de los espermatozoides de

verraco, como ha quedado demostrado en el ratéon (Fraser, 1985; Ward y Storey, 1984).

Los medios empleados en la FIV porcina se suelen complementar con cafeina, que
estimula la movilidad, capacitacion y penetracion espermadtica en los espermatozoides de
verraco (Wang et al., 1991). El problema es que la cafeina estimula también la reaccion
acrosdmica espontanea en los espermatozoides y, por tanto, la entrada simultanea en el
ovocito de mas de un espermatozoide, como se ha demostrado recientemente (Funahashi y
Nagai, 2001). En nuestro estudio, las diferencias en la concentracion de cafeina entre los
dos medios no son muy altas (2mM en TALPm vs 1mM en TBMm), y no sabemos en qué
grado habran podido influir en los resultados obtenidos. Aun asi, el medio con mas cafeina,

el TALPm, es en el que mas alta ha sido la penetracion, poliespermia y E/O.

Ademas de las diferencias que hemos descrito en detalle por considerar que

explicaban mejor los resultados de penetracion, monospermia y E/O obtenidos con cada
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medio, existen otras que enumeramos a continuacion: el pH (7,4 en TALPm vs 7,2-7,3 en
TBMm), la concentracion de los iones CI,, Mg”", H,PO4, lactato y piruvato (tabla 18), la
concentracion de glucosa (tabla 17), y el empleo de dos antibidticos diferentes

(gentamicina en TBMm vs kanamicina en TALPm).

En un reciente trabajo, muy similar al nuestro, se estudid el efecto de los mismos
medios de FIV (TALPm y TBMm) y de dos concentraciones espermaticas (4x10° y 4x10°
espermatozoides/mL). Los resultados obtenidos coincidieron con los nuestros, ya que la
tasa de penetracion y de poliespermia se incrementd tanto al emplear la concentracion
espermatica mas alta, como con el medio TALPm comparado con el TBMm (Kidson ef al.,
2001). El 28% de desarrollo a blastocisto obtenido con la combinacion de medio TBMm y
concentracion de espermatica 4x10° spz/mL, confirmé la ventaja del empleo del medio

TBMm.

Los resultados de los pardmetros espermaticos evaluados en el semen diluido en
cada uno de los medios de fecundacion no fueron muy diferentes: siendo el porcentaje de
células moviles de 73,8% con el medio TBMm vs 78,2% con TALPm; la calidad de
movimiento de 4,8 con TBMm vs 4,7 con TALPm; y el porcentaje de espermatozoides

vivos de 77% con TBMm vs de 77,8% con TALPm.

Grupen y Nottle (2000) describieron, en un reciente trabajo, una modificacion del
método de cocultivo de los ovocitos con los espermatozoides con la que lograron una
sorprendente mejora en el porcentaje de penetracion (80% vs 57%), de E/O (2,8 vs 4,4) y
en el desarrollo embrionario a blastocisto (30% vs 8%), sin verse afectada la tasa de
polispermia (54% vs 41%). La modificacion del sistema de cocultivo, denominada método
en dos pasos, consistia en un cocultivo de 10 minutos de los ovocitos con la concentracion
total de espermatozoides, seguido del paso de los ovocitos con los espermatozoides
adheridos a su ZP a una microgota de medio de fecundacion libre de espematozoides,

donde se incubaron durante el mismo tiempo que los controles (5 horas en su caso).
A la vista de estos resultados, planteamos el siguiente experimento, con el fin de

corroborar la mejora obtenida en los pardmetros de FIV, utilizando nuestro sistema de

produccion in vitro. Los resultados que obtuvimos no coincidieron con los de este trabajo,
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pues todos los parametros evaluados relativos a la fecundacion (penetracion, poliespermia
y E/O) fueron madas altos con el método convencional, en el cual los ovocitos se

mantuvieron con la concentracion total de espermatozoides a lo largo de todo el cocultivo.

Si los ovocitos estan expuestos a un numero total de espermatozoides mayor
durante un mismo tiempo, por tanto también a un mayor nimero de espermatozoides
capacitados, es de esperar un porcentaje de penetracion, de poliespermia y un E/O maés alto
(Abeydeera et al., 1997; Funahashi y Nagai, 2001). Por lo tanto, nuestros resultados
concordarian mejor con lo expuesto por estos autores, que los obtenidos por Grupen y

Nottle.

La explicacion a estos datos tan contradictorios podria encontrarse en las
diferencias entre los protocolos de FIV empleados por cada equipo, principalmente el
medio de fecundacién y la concentracion espermatica. En relacion al medio de
fecundacion, estos autores utilizaron el TALPm y nosotros el TBMm. Como acabamos de
exponer al discutir el experimento anterior, el medio TALPm parece ser que estimula la
capacitacion y la reaccion acrosomica espontanea de los espermatozoides en mayor grado
y mas tempranamente que el TBMm. Si pensamos que los ovocitos sélo se incuban durante
10 minutos con la concentracion total de semen, cabria pensar que ese tiempo es suficiente
en el caso del TALPm para capacitar a un elevado nimero de espermatozoides, pudiéndose
éstos adherir a la ZP de los ovocitos antes de ser cambiados de gota. De este modo
podriamos explicar unas tasas de penetracion semejantes entre el método convencional y
el modificado, pero no superiores. En nuestro trabajo, con el método en dos pasos se
alcanz6 una tasa de penetracion algo inferior que con el convencional (66,6% vs 76%),
pero a cambio el porcentaje de penetraciones poliespérmicas experimentd un descenso

importante (36,2% vs 64,4%) asi como el E/O (1,7 vs 2,8).

Por otra parte, la concentracion espermatica utilizada por estos autores fue 10-20
veces inferior a la nuestra (0,5-1x10° vs 1x10° spz/mL). Esta menor concentracion
espermatica explicaria, en el caso del método convencional, las diferencias obtenidas en el
porcentaje de penetracion y de poliespermia, aunque no las del nimero de espermatozoides

por ovocito penetrado (E/O).
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De todos modos, podemos concluir diciendo que logramos el objetivo de reducir la
poliespermia, sin que se viese muy afectada la tasa de penetracion. Ademas, con este
método nuevo de cocultivo se evita que los ovocitos estén expuestos durante las 4 horas de
incubacién a los altos niveles de especies reactivas del oxigeno generadas por los
espermatozoides muertos o dafiados en la microgota que, provocarian dafios oxidativos en

el ovocito, reduciendo su posterior potencial de desarrollo embrionario.

En la ultima experiencia de este trabajo, analizamos el efecto del cultivo de los
embriones en distintos volimenes de medio y/o de la adicion de aminoacidos esenciales y

no esenciales al medio de cultivo sobre el desarrollo embrionario.

La reduccién del volumen de cultivo de 500 a 50 microlitros correspondi6 con una
disminucioén en la relacion volumen/embriones de 10 a 1 microlitro por embrion. Para cada
medio de cultivo evaluado, NCSU23 y NCSU23aa, no obtuvimos diferencias significativas
ni en la divisidn embrionaria a las 48 horas, ni en el porcentaje de blastocistos sobre el total
de embriones cultivados (% blastocistos/n), sobre los divididos (% blastocistos/divididos)
o sobre las moérulas (% blastocistos/morulas). Es decir, que las primeras fases de division,
asi como la diferenciacion embrionaria a blastocisto no se vieron afectadas al reducir el
volumen de medio por embrion. Por el contrario, el porcentaje de morulas sobre el total de
embriones en cultivo en el caso del medio NCSU23 (42,3 % en 50 pL vs 32,7% en 500
uL) y de embriones divididos a las 48 horas que se desarrollaron a morula (%
morulas/divididos) en los dos medios (75,5 % en NCSU23-50 vs 57,5 % en NCSU23-500;
y 82,7 % en NCSU23aa-50 vs 69,2 % en NCSU23aa-500) si fue significativamente

superior al reducir el volumen de cultivo.

Estos resultados estarian mas en concordancia con la hipdtesis de la produccion de
factores autocrinos y/o paracrinos por parte del embrion en cultivo (Paria y Dey, 1990;
O’Neill, 1998), beneficiosos para el desarrollo del propio embrién que los genera y el de
los embriones vecinos y que, al encontrarse en un volumen pequeio, alcanzarian una
concentracion suficiente para ejercer su efecto (Gardner, 1994). En nuestro caso, el efecto
de estos factores de crecimiento y/o de supervivencia producidos por los embriones solo se

detectd en las ultimas etapas de division embrionaria previas a la diferenciacion hacia
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blastocisto, estimulando principalmente el paso de los embriones divididos hasta el estadio

de morulas, y no sobre la division embrionaria o el desarrollo a blastocisto.

El hecho de no haberse encontrado diferencias en el porcentaje de morulas que
evolucionaron hasta blastocisto (47,9 % en NCSU23-50 vs 48,2 % en NCSU23-500; y
52,3% en NCSU23aa-50 vs 54,4% en NCSU23aa-500), no significa que los factores
producidos por los embriones no estimulen la diferenciaciéon embrionaria, sino que se pudo
deber simplemente a las caracteristicas de nuestro trabajo. En el sistema de cultivo
embrionario que empleamos para este estudio, el cambio del medio de cultivo con BSA al
enriquecido con FCS, tanto en el medio NCSU23 como en el NCSU23aa, se realiz6 tras
125 horas de cultivo, momento en el que los embriones se encontraban en estadio de
morula. Este cambio conllevd una renovacion del medio y, por tanto, la pérdida de los
factores estimulantes del desarrollo y diferenciacion embrionaria que hubieran producido
los embriones a lo largo del cultivo hasta el momento del cambio. Esta explicacion vendria
a corroborar la hipotesis de que la produccion de sustancias estimulantes por parte del
embrion es la responsable de la mejora en el desarrollo embrionario al reducir el volumen
de cultivo por embridn, pues al eliminarlas tras la renovacion del medio, desaparecid su

posible efecto.

Aunque tampoco debemos olvidar que la presencia de FCS durante la segunda fase
de cultivo (desde las 125 h hasta las 168-192 h) podria enmascarar el estimulo de las
sustancias producidas por los embriones durante estas ultimas horas. Como hemos visto, el
suero proporciona ciertos factores, como aminoacidos (Spindle, 1980) y factores de
crecimiento (Schultz y Heyner, 1993), que pueden estimular la formacién de blastocistos
(Gardner et al., 1994; Hochi et al., 1994; Meyen et al., 1989). La presencia de estos
compuestos unido a las propiedades antioxidantes del suero (Kan y Yamane, 1983), que
protegen al embridon frente a las especies reactivas del oxigeno producidas durante el
cultivo, podria llegar a ocultar el efecto beneficioso del cultivo en un volumen reducido. Es

probable que las dos explicaciones sean ciertas y actiien simultaneamente.

El efecto de la adicion de aminoacidos al medio de cultivo sobre el desarrollo de los

embriones porcinos ha sido abordado en varios trabajos (Dobrinsky et al., 1996; Koo et al.,
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1997; Long et al., 1999) obteniéndose diferentes resultados segin las condiciones del

sistema de produccion in vitro empleado.

Dobrinsky et al. (1996) compararon el cultivo in vitro de embriones de 1-2 células
obtenidos in vivo en medio BECM-3 o NCSU-23, obteniendo un porcentaje de desarrollo a
blastocisto del 69% en BECM-3 y de 49% en NCSU23, sin encontrar diferencias
significativas. La composicion de estos dos medios se diferencia por la presencia en el
BCEM-3 de aminoacidos esenciales y no esenciales, lactato sodico y piruvato sodico, y en
el NCSU23 de BSA, taurina, hipotaurina y fosfato potasico. Sin embargo, al comparar
estos mismos autores (Long et al., 1999) el cultivo de embriones MIV/FIV en BCEM-6
(BCEM-3 enriquecido con BSA), en BCEM-7 (BCEM-3 enriquecido con BSA, taurina e
hipotaurina), NCSU23 y NCSU23aa (NCSU23 enriquecido con aminoacidos esenciales y
no esenciales), el desarrollo a blastocisto fue superior en el NCSU23 y NCSU23aa frente al
BCEM-6 y BCEM-7. Segtn estos resultados, vemos que el estimulo de los aminoacidos
sobre la produccion de blastocistos dependié del binomio origen de los embriones

(obtenidos in vivo o producidos in vitro) y composicion del medio de cultivo.

En nuestro caso, la division a las 48 horas, y el desarrollo a moérula y a blastocisto
respecto al total de embriones en cultivo fue significativamente superior al afadir
aminodcidos, independientemente del volumen de medio utilizado. Ademads, en el caso del
cultivo en 500 pL, el porcentaje de morulas y de blastocistos respecto a los divididos
también se incrementd con el medio NCSU23aa; mientras que estos parametros fueron
iguales al cultivar en microgota de 50 pL, debido probablemente a que el efecto

beneficioso del cultivo en microgota ocultase la accion de los aminoacidos.

Por lo tanto, en nuestras condiciones de trabajo, la adicion de aminoacidos
esenciales y no esenciales al medio NCSU23 mejor6 notablemente tanto la division como

el desarrollo embrionario preimplantacional a moérula y blastocisto.

Al igual que ocurrio al comparar los dos volumenes de cultivo, no apreciamos
diferencias significativas en el porcentaje de moérulas que alcanzaron el estadio de
blastocisto con o sin adiciéon de aminoacidos. Podria ser que la presencia de FCS en esa

fase de desarrollo haya enmascarado o modificado el estimulo de los aminoacidos sobre la
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diferenciacion embrionaria. En un estudio realizado por Rosenkrans et al. (1989), el efecto
de los aminoacidos dependi6 de la presencia o no de suero en el medio; siendo la
glutamina beneficiosa en ausencia de suero y perjudicial en su presencia, mientras que en

el caso de la fenilalanina, metionina e isoleucina ocurrio lo contrario.
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6. CONCLUSIONES

La adicion del factor de crecimiento epidérmico (EGF) o de fragmentos de pared
folicular (FPF) al medio de maduracion estimula la maduracion citoplasmatica de los
ovocitos porcinos; pero sélo la complementacion con EGF reduce la poliespermia e

incrementa el desarrollo embrionario hasta el estadio de moérula y de blastocisto.

El medio de fecundacion empleado influye en los pardmetros de fecundacion
alcanzados; siendo los porcentajes de penetracion, poliespermia y el nimero de
espermatozoides por ovocito (E/O) muy elevados con el medio TALPm, mientras que
con el medio TBMm la penetracion y poliespermia se mantienen en unos valores

intermedios, siendo bajo el E/O.

Asimismo, los parametros de fecundacion estan influenciados por la concentracioén

espermatica utilizada, incrementando sus valores al aumentar la misma.

La combinacion del medio de fecundacion TBMm y de la concentracion espermatica
de 1x106 espermatozoides/mL es con la que se obtiene un mejor equilibrio entre la
penetracion y la monospermia, alcanzando un porcentaje adecuado de ovocitos

penetrados sin que se incrementen en exceso las penetraciones poliespérmicas.

Con el método de cocultivo de ovocitos y espermatozoides en dos pasos se logra un
incremento notable en la tasa de monospermia, con una pequeia reduccion en los

valores de penetracion.
La reduccion del volumen de cultivo de los embriones estimula el desarrollo
embrionario previo a la diferenciacion, principalmente en el paso de los embriones

divididos a morulas.

La adicion de aminoacidos esenciales y no esenciales al medio de cultivo de embriones

incrementa la division y el desarrollo embrionario hasta morula y blastocisto.
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El conjunto de modificaciones introducidas en nuestro sistema inicial de produccion in
vitro de embriones mejora, de manera global, el rendimiento de la técnica; logrando
aumentar la maduracién citoplasmdtica de los ovocitos, reducir la poliespermia
elevando, al mismo tiempo, el porcentaje de penetracion, e incrementar ampliamente el

desarrollo embrionario hasta blastocisto.
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7. RESUMEN

En los ultimos afios se han logrado progresos considerables en el desarrollo de los
procedimientos de MIV, FIV y cultivo embrionario. Aunque los sistemas de produccion in
vitro disponibles son aptos para la generacion de embriones porcinos, sigue sin resolverse
el problema de la elevada poliespermia y de la baja capacidad de desarrollo de los

embriones porcinos.

El presente trabajo se llevd a cabo con el objetivo de reducir la poliespermia e
incrementar el desarrollo embrionario preimplantacional, mejorando de este modo el
rendimiento de la técnica de produccion in vitro establecida en nuestro laboratorio. Para
alcanzar este objetivo, se incorporaron una serie de modificaciones a nuestro sistema de
produccion de embriones, abarcando todas las fases que constituyen la técnica: MIV, FIV

y cultivo embrionario.

El medio de MIV fue modificado, complementandolo con EGF o FPF. La adicion
de EGF permiti6 mejorar la maduracion citoplasmatica de los ovocitos, la monospermia y
el desarrollo embrionario. Posteriormente, se valoré la modificacion de tres de los
principales componentes del sistema de FIV: el medio de fecundacion, la concentracion
espermatica y el método de cocultivo de los ovocitos con los espermatozoides. La
combinacién de medio de fecundacion TBMm y de concentraciéon espermatica de 1x10°
espermatozoides/mL fue con la que se logré un mejor equilibrio entre el porcentaje de
penetracion y el de poliespermia. Ademas, la incorporacion del método de cocultivo en dos
pasos di6 lugar a una notable reduccion en la tasa de poliespermia. Finalmente, se evaluo
la complementacion del medio de cultivo de embriones con aminoacidos esenciales y no
esenciales y la reduccion del volumen de cultivo, lograndose con estas dos modificaciones

incrementar en el desarrollo embrionario.

Gracias al conjunto de las modificaciones incorporadas a nuestro sistema inicial de
produccion in vitro de embriones se consiguié mejorar de manera global el rendimiento de
la técnica. De este modo, la maduracion citoplasmatica, valorada como el porcentaje de

formacion de prontcleo masculino, se vié incrementada de un 73,6% a un 93,6%; el
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porcentaje inicial de penetracion aumentd de un 53,2% a un 66,6%; la poliespermia se
redujo de un 47,4% a un 36,2%; y el desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto

mejord desde un porcentaje inicial del 1% hasta el 28,9%.

Los resultados obtenidos confirman que el limitado desarrollo hasta blastocisto de
los embriones porcinos producidos in vitro no se debe a un fallo puntual en la técnica, sino
a la combinacion de una maduracion citoplasmatica inadecuada o incompleta, una elevada
poliespermia, una formulacion inadecuada de los medios de cultivos y unas condiciones de
cultivo embrionario suboptimas. El incremento en el rendimiento final de la técnica que
hemos alcazado nos permitird disponer de un mayor nimero de embriones asi como de

ovocitos maduros, para ser empleados en futuros estudios.
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8. SUMMARY

During the past years, considerable progress has been achieved on the development
of the IVM, IVF and embryo culture procedures. Although the available in vitro
production systems are suitable for the generation of swine embryos, the problem of the

high polyspermy and the poor developmental competence of embryos are still unresolved.

The aim of the present study was to reduce the polyspermy and to increase the early
embryo development, improving in this way the efficiency of the in vitro production
technique established in our laboratory. To achieve this objective, a set of modifications
were introduced to our embryo production system, involving all the phases that compose

the technique: IVM, IVF and embryo culture.

The IVM medium was modified, with EGF or FPF (pieces of follicular wall)
supplementation. The addition of EGF allowed improving the cytoplasmic maturation of
the oocytes, the monospermy and the embryo development. Afterwards, it was analyzed
the modification of three of the main components of the IVF system: the IVF medium, the
sperm concentration and the method of co-culture of the oocytes and the spermatozoa.
With the combination of the IVF medium TBMm and the sperm concentration of 1x10°
spermatozoa/mL, a better balance between the percentage of penetration and the rate of
polyspermy was reached. Furthermore, the inclusion of the co-culture method in two steps
gave rise to an outstanding reduction in the percentage of polyspermy. Finally, it was
evaluated the supplementation of the embryo culture medium with essential and non-
essential amino acids and the reduction of the culture volume, allowing with these two

modifications to improve the embryo development.

The set of modifications incorporated into our initial system of in vitro embryo
production has permitted to achieve a global improvement in the efficiency of the
technique. In this way, the cytoplasmic maturation, assessed as the percentage of male
pronuclear formation, was increased from 73,6% to 93,6%; the initial penetration rate was

risen from 53,2% to 66,6%; the polyspermy was reduced from 47,4% to 36,2%; and the
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embryo development to the blastocyst stage was improved from a initial percentage of 1%

to 28,9%.

The results obtained confirm that the limited embryo development to the blastocyst
stage of the porcine in vitro produced embryos is not due to a unique failure in the
technique, but to the combination of an inadequate or incomplete cytoplasmic maturation,
a high polyspermy, an unsuitable formulation of the culture media and suboptimal embryo
culture conditions. The increase on the final efficiency of the technique that we have
reached will allow having a higher number of embryos and mature oocytes to be used in

future studies.
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9. ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AMPc: adenosil monofosfato ciclico

ARN: 4cido ribonucleico

ARNmMm: 4cido ribonucleico mensajero

BECM: medio de cultivo de embriones Beltsville (Beltsville Embryo Culture Medium)
BME: medio Eagle con aminoécidos esenciales (Basal Medium Eagle Amino Acids)
BSA: albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin)

CE: cultivo in vitro de embriones

COC: complejo células del cumulus oophorus-ovocito. En plural COCs
CP: corpusculo polar

DCEF: diacetato de carboxifluoresceina

dbAMPec: dibutiril adenosin monofosfato ciclico

E/O: numero medio de espermatozoides por ovocito penetrado

e¢CG: gonadotropina coridnica equina (Equine Chorionic Gonadotropin)
EGF: factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor)

FCS: suero fetal bovino (Fetal Calf Serum)

FIV: fecundacion in vitro

FO: fluido oviductal

FPF: fragmentos de pared folicular

FPP: péptido promotor de la fecundacion (Fertilization Promotor Peptide)
FSH: hormona foliculo estimulante

GAGsS: glicosaminoglicanos

GC: granulos corticales

GLM: General Linear Model

GSH: glutation

hCG: gonadotropina coridonica humana (Human Chorionic Gonadotropin)
TA: inseminacion artificial

IGF: factor de crecimiento similar a la insulina (/nsulin-like Growth Factor)
IP: yoduro de propidio

KRB: medio Krebs Ringer Bicarbonato
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LH: hormona luteinizante

MAPK: proteinkinasas MAP (Mitogen-activated Protein Kinases)

MEM: medio Eagle con amino 4cidos no esenciales (Minimum Essential Medium Eagle
Non-essential Amino Acids)

MII: estadio nuclear de metafase 11

MIV: maduracion in vitro

MPEF: factor promotor de la maduracion o de la metafase (Metaphase Promotor Factor)
n: niamero total

NCSU23: medio North Carolina State University 23

p/v: peso/volumen

P: probabilidad

PBSm: Tampodn fosfato salino modificado (Phosphate Buffered Saline)

PFF: fluido folicular porcino (Porcine Follicular Fluid)

PIV: produccion in vitro de embriones

PNM: pronucleo masculino

% PNM: porcentaje de formacion de pronticleo masculino

pOSP: glicoproteina especifica del oviducto porcino (Porcine Oviductal Specific Protein)
PVA: polivinilalcohol

PVP: polivinilpirrolidona

RA: reaccion acrosdmica

SEM: error estandar de la media (Standard Error of the Mean)

spz/mL: nimero de espermatozoides por mililitro (concentracion espermatica)

TALPm: medio de Tyrodes con albumina, lactato y piruvato modificado (7yrodes
Albumin Lactate Pyruvate)

TBMm: medio tris tamponado modificado (77is Buffered Medium)

TCM199: medio de cultivo 199 (Tissue Culture Medium-199)

TIMP: inhibidor tisular de las metaloproteinasas (7isular Inhibitor of Metalloproteinases)
UI: unidades internacionales

UUT: union utero tubarica

v/v: volumen/volumen

VG: vesicula germinal

ZP: zona pelucida
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