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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
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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



Introduccién

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.

13



Revision bibliografica

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 espe