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INTRODUCCION

Para que la fecundacién de los gametos masculino y femenino pueda llevarse
a cabo, es necesario que ambos completen una serie de etapas previas; el oocito debe

estar maduro y el espermatozoide capacitado (Chang, 1951; Austin, 1951).

Los oocitos inmaduros de los mamiferos se encuentran en el interior del
foliculo ovdrico rodeados de una masa de células sométicas y mantenidos en un
estado de reposo meiético (dictiato); este estado se evidencia por la presencia de un
micleo prominente que recibe el nombre de vesicula germinal. Este estado de reposo
se mantiene hasta que llega la oleada preovulatoria de gonadotropinas que provocard
que, el oocito inicie su maduracién nuclear mientras que el cimulo celular que le
rodea se mucifica y se expande. De esta manera, en el momento de la ovulacién, el
oocito estd rodeado de un cimulo expandido a la vez que nuclearmente ha
progresado hasta llegar a la metafase de la segunda divisién meiética, hecho
evidenciado por la extrusién del primer corpisculo polar al espacio perivitelino. Por
su parte, el espermatozoide debe completar los procesos de capacitacién y reaccién
acrosémica (consistentes, fundamentalmente, en alteraciones de la membrana del
espermatozoide), que le permiten liberar las enzimas contenidas en el acrosoma

{Yanagimachi, 1988).

Estos procesos -maduracién y capacitacién- han sido muy estudiados con el
fin de intentar reproducirlos en condiciones in vitro (Chang, 1951; Austin, 1951;
Edwars, 1965). De esta manera, mediante la utilizacion de estas técnicas en fa
especie bovina, se han conseguido nacimientos de terneros procedentes de la
fecundacién in vitro de oocitos madurados in vivo (Brackett er al., 1982) e in vitro
(Critser et al., 1986; Goto et al., 1988).

Todo sistema de fecundacién in vitro (FIV) requiere la maduracién de los

oocitos, de cuyo éxito depende el de la fecundacién (First y Parrish, 1987). Los



oocitos inmaduros bovinos pueden madurar en un cultivo in vitro bajo condiciones
adecuadas, pero, es cierto que, todavfa, existen mecanismos no aclarados en la
maduracion de los oocitos que permiten que, los que han madurado in vivo, puedan
fecundarse mejor que los que lo han hecho in vitro (Leibfried-Rutledge et al., 1986).
Esto es debido, probablemente, a la existencia de factores hormonales o foliculares
intraovdricos que no son afiadidos a los medios y que intervienen decisivamente en

la maduracién completa del oocito.

A lo largo de los afos, se han estudiado los factores que favorecen el proceso
de la maduracién in vitro; en este sentido, los medios de maduracién se han
suplementado con hormonas o compuestos séricos. Las primeras se utilizan debido
a que las gonadotropinas (FSH y LH) y algunas hormonas esteroides (estradiol 178)
tienen un papel fundamental en el desarrollo del foliculo y en la maduracién del
oocito, habiéndose empleado por multitud de autores (Bae y Foote, 1975; Moor y
Trounson, 1977; Fukui er al., 1982; Ball er al., 1983, etc.). La suplementacién
sérica también se ha empleado de una manera rutinaria en los medios de maduracién
in vitro, con objeto de ofrecer una fuente proteica y energética al oocito durante la
maduracién (Leibfried y First, 1979). El suero fetal bovino ha sido el m4s utilizado
aunque, Sanbuissho y Threlfall indicaron en 1989 que, la utilizacién de suero de
vaca en estro, en los mismos medios, aumentaba las cifras de maduracién y la

capacidad de fecundacién de los oocitos.

Aparte de estos compuestos, se ha descrito que, en el proceso de la
maduracién de los oocitos, ademds de las hormonas, influyen multitud de
compuestos intraovdricos que también ejercen un control sobre la maduracién. Entre
estas sustancias, se encuentran los factores de crecimiento (Hammond er al., 1983),
que han demostrado su participacién en la regulacién de muchas de las funciones
ovdricas (Carson et al., 1989; Hill, 1989). En concreto, el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), participa en las funciones de proliferacién y diferenciacién de las
células de la granulosa mientras que el factor de crecimiento similar a la insulina del
tipo 1 (IGF-1), se comporta como un agente mitogénico muy potente en las mismas

células. Las acciones de estos factores se realizan mediante receptores localizados



en las membranas celulares (Vlodasky ez al., 1978) y por un sistema de mensajeros
celulares (Hill 1989).

Durante estos iltimos afios, numerosos estudios seiialan que los factores de
crecimiento participan en el control meidtico del oocito. En este sentido, Dekel y
Serizly (1985), Feng et al. (1988) y Downs (1989) demostraron la capacidad de
algunos de estos factores para reactivar la meiosis de oocitos de rata y ratona y, de

esta manera, conseguir la maduracién in vitro de los mismos.

El objetivo de nuestro estudio es examinar e] posible papel jugado por estos
factores de crecimiento en los sistemas de maduracién in vitro de oocitos bovinos,
ya que, se ha demostrado su participacion en las vltimas fases det desarrollo folicular
en condiciones in vivo (Tonetta y DiZerega, 1986) y también in vitro (Dekel y
Serizly, 1985). Ademds, también se pretende averiguar si la accidn de estos factores
de crecimiento se efectiia o se favorece por la presencia o no del ciimulo celular que

rodea al oocito.

De esta manera, en nuestro trabajo se intenta analizar la posible actuacién
que estos compuestos tienen, por s{ mismos y suplementados con sueros, en medios
de maduracién sin ninguna suplementacién hormonal exégena sobre los siguientes
aspectos: a) la expansion del ciimulo celular durante la maduracién in vitro de los
00cCitos, ya que, esta es una de las referencias que pueden indicar el grado de
maduracioén alcanzado por el oocito; 2) en la maduracién in virro, mediante técnicas
de fijacién y tinciébn que permiten valorar el estadio meidtico alcanzado vy,
finalmente, 3) en la fecundacién in vitro, para comprobar si, los oocitos, madurados
con ayuda de estos factores de crecimiento, pueden fecundarse correctamente con

espermatozoides capacitados in vitro.

Los resultados obtenidos de todas estas experimentaciones permitirdn ayudar
al esclarecimiento de algunas de las funciones fisiolégicas que tienen estos factores
de crecimiento, en lo relativo a la maduracién y fecundacién y, de qué manera y por

qué medios, efectian su accion sobre el oocito.
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BIBLIOGRAFICA



1.- MADURACION DE OOCITOS.

1.1.- OOGENESIS Y FOLICULOGENESIS.

1.1.1.- Cronologfa.

El ovario fue reconocido ya como una entidad anatémica independiente por
Herdfilo de Alejandria (300 A & C) y descrito con detalle por Sorano de Efeso (50
D d C); sin embargo, el oocite de los mamiferos no pudo ser identificado hasta el
siglo XIX (Von Baer 1827). Anteriormente, De Graaf (1670), sefialé acertadamente,
que los oocitos provenian del ovario, aunque se equivocé al considerar que todo el
foliculo (foliculo de Graaf) era el gameto femenino. En el afio 1825 Von Baer
describe la relacién anatémica existente entre el foliculo y el oocito en mamiferos.
Waldeyer (1870),fue el primer investigador en plantear que las hembras de los
mamiferos posefan una cantidad finita de oocitos, que es lnica para toda su vida
reproductiva. Zuckermann et al. demostraron, en la década de los afos 1950, la
exactitud de esa teoria. Goette (1875) y Nussbaum (1880), reconocieron que las
células primordiales germinales, destinadas a constituir los futuros oocitos, se
forman de células indiferenciadas y se disponen en cordones sexuales en la vida
intrauterina. A principios del siglo XX se avanzé considerablemente en el
conocimiento de las funciones del ovario y, ademds, se establecieron, y conocieron
més profundamente, las relaciones entre el oocito y el desarrollo folicular (Brambell,
1927, Pincus, 1936). En esta época, Pincus y Enzmann (1935), fueron los pioneros
en comparar el comportamiento de los oocitos in vive e in vitro. Finalmente, se lega
a las décadas de los afios 1960 y 1970, caracterizadas por la gran cantidad de
trabajos que estudian el metabolismo y los requerimientos bioquimicos del cultivo
in vitro de oocitos en diversas especies animales (Edwards, 1965; Brinster, 1967,
Biggers, 1971; Donahue, 1972; Channing y Tsafriri, 1977; Thibault er al., 1977,

todos estos autores han sido revisados por Wassarman, 1988).



1.1.2.- Oogénesis.

El niimero de gametos que poseen las hembras domésticas estd fijado desde
el mismo momento de su nacimiento, y serdn, durante toda la vida del animal, los
linicos capaces de ser fecundados (Zuckermann, 1962). En la vida embrionaria
comienza la oogénesis 0 formacién del gameto femenino. A partir de unas células
indiferenciadas se producen las células germinales primordiales (Eddy et al., 1981,
Byskov, 1982). Estas, por migracién, llegardn a la cresta genital, donde se formard
la futura gonada (Gondos, 1978). Las celulas primordiales se multiplican
mitdticamente y una parte de éstas se diferenciardn y formardn las oogonias, células

base a partir de las que se formard el oocito 0 gameto femenino.

La gametogénesis comienza en la vida intrauterina, entendiendo como tal el
proceso que permitird a una célula llegar a ser el gameto femenino, con plena
capacidad de ser fecundado (Baker, 1982; Byskov, 1982). En la gametogénesis es
necesario un proceso de reduccién cromosémica (ya que la oogonia tiene una
dotacién cromosémica 2n y el oocito la tiene n) y un proceso de crecimiento del
propio oocito, al incorporar sustancias nutritivas necesarias para mantener los
estadios iniciales del desarrollo embrionario. El proceso de reduccion cromosémica
se denomina meiosis y es imprescindible para que el oocito pueda ser fecundado

correctamente.

Las oogonias entran en meiosis en la vida intrauterina (Franchi et al., 1962),
convirtiéndose en oocitos primarios, a causa de la accién de una sustancia inductora
de la meiosis proveniente de las células embrionarias (Baker y Franchi, 1967). La
meiosis se detendrd en dos momentos especificos: alrededor del nacimiento y en la
ovulacién y sélo se completard totalmente al producirse la fecundacién del oocito.
El proceso meidtico consta de dos divisiones denominadas meiosis I y II, divididas
cada una a su vez en cuatro fases: Profase, Metafase, Anafase y Telofase, indicando

con los términos I y II su correspondencia a una u otra division.

La meiosis I se inicia con la Profase I y comienza antes del nacimiento

(Zuckermann, 1962; Byskov, 1982). La oogonia entra en esta fase que a su vez se



subdivide en otras (leptotene, zigotene, paquitene, diplotene, dictiotene y diacinesis),
caracterizadas por amplios cambios del material cromosémico (recombinaciones,
sobrecruzamientos etc.). El hecho mds importante de la Profase 1 es, que al llegar
al estadio de dictiotene, o dictiato, el oocito detiene tanto la meiosis como su
crecimiento, hecho que coincide, generalmente, con el momento del nacimiento
(Baker y Franchi, 1967). El estadio de dictiotene se caracteriza por la presencia de
un micleo prominente que recibe el nombre de vesicula germinal (GV) (Franchi ef
al., 1962). (Véase el Esquema 1).

OOGENESIS EN LA VACA

Fecundacién Nacimiento
0 4045 a0 110 530 280
Dias
Creaimicnto
Oogonias
Comienzo Meiosis > 4l’ama Meiotica

1 : Atresla y Degeneracion

CBBBO

& Metafase | Anafase | Telefase | Metafase i
S W @ — g))@
L) h\"‘l il
s 0
* leptotene  Zigotene Faquitene Diplotene GV, : I M- A-l T-1 M-n
-t fase Meiosis E |Actlvaci6n Meiosis antes de Ovulacién

Esquema 1. Oogépesis en la vaca.

Diversos autores han sugerido que la detencién del oocito en dictiato se debe
a varios factores: contacto con las células que rodean al oocito (Ohno y Smith,
1964), presencia de un factor que detiene la maduracién (MPS) (Byskov, 1982),
actuacion de células germinales ectépicas de las gldndulas adrenales (Zamboni, 1970)

0, incluso, cambios de las propiedades de la superficie del oocito.



De esta manera, el ovario de la hembra recién nacida presenta su
organogénesis terminada, conteniendo muchos oocitos, detenidos nuclearmente en
la primera divisién de la meiosis (oocitos primarios) y rodeados por el estroma
epitelial ovédrico formando foliculos primordiales (Franchi et al., 1962). Esta
cantidad de oocitos serd la tnica fuente de gametos femeninos capaces de ser
fecundados en toda la vida de 1a hembra (de 200.000 a 500.000), aunque de hecho
s6lo una pequefifsima parte de ellos vayan realmente a ovular.

1.1.3.- Foliculogénesis.

El oocito primario se encuentra rodeado de una pequeha capa de células
epiteliales constituyendoe el foliculo primordial. Por mecanismos no bien conocidos,
un pequeiio nimero de foliculos primordiales se convierten en foliculos primarios,
que constan del oocito rodeado de una capa de células cuboides que presentan gran

actividad mitética.

Thibault er al. (1987) sostienen que, en este estadio, las células foliculares
que rodean el oocito no tienen efecto de inhibicién sobre el crecimiento del mismo
y, por lo tanto, a partir de entonces y favorecidas por las gonadotropinas
hipofisarias, las mitosis de las células epiteliales que rodean el oocito y el
crecimiento del mismo, concurren paralelamente. lLas células epiteliales se
multiplican y crecen disponiéndose en varias capas constituyendo el foliculo 2° o
pre-antral. Las secrecciones de estas células producen mucopolisacdridos, por
influencias hormonales, que se dispondrdn alrededor del oocito formando una

membrana llamada zona peliicida (ZP).

Mientras todo esto ocurre, el nicleo del oocito sigue en reposo, pero la
actividad citopldsmica es intensa, cargdndose de productos nutritivos, gue son
suministrados a través de las c€lulas que rodean el oocito. Alrededor del foliculo se
disponen unas estructuras de tejido conjuntivo que se entrelazan a modo de barrera,

constituyendo las tecas, que completardn su formacién en el siguiente estadio



folicular. Las células foliculares responden al estimulo de la FSH hipofisaria
secretando sustancias (metabolitos, hormonas esteroides efc.), que se van a acumular
en el foliculo formando una cavidad llamada antro folicular, io que constituye el
Sfolfculo antral (Zuckermann, 1962). En ¢l momento en que las células foliculares
son capaces de responder al estimulo de la FSH, con sintesis hormonal, se

denominan células de la granulosa.

1.1.4.- Maduracién del oocito.

La maduracién de los oocitos de los mamiferos comprende dos partes: i) un
primer periodo de crectmiento y ii) un periodo final de preparacién nuclear y
citoplasmica, requisito indispensable para una fecundacién y desarrollo embrionario

normales.

El oocito crecido no tiene todavia la capacidad de secretar las proteinas
necesarias para la reactivacion de la meiosis (Moore y Linter-Moore, 1974). Cuando
el foliculo antral alcanza un tamafio determinado (didmetros de 2 mm en el cerdo,
Motlik 1989; 1,8 mm en la vaca, Motlik y Fulka, 1986), termina el crecimiento del
oocito (145-150 um en vaca y 120 pm en cerdo, Motlik y Fulka, 1986) y adquiere
la capacidad de reanudar la meiosis (este hecho es conocido como "competencia” del

00cito).

La maduracién nuclear incluye la progresién desde el estado de dictiato
hasta la metafase de la segunda divisién meidtica. I.a descarga de 1.H, producida
pocas horas antes de la ovulacién e inducida por el propio oocito, via ARN-m,
(McGaughey, 1978; Hyttel et al., 1986), activa de nuevo la meiosis, hecho
apreciable por la desintegracién de la vesicula germinal, sucediéndose las distintas
fases meidticas, hasta que tras la extrusién del primer corpisculo polar, se vuelve

a detener la meiosis en la metafase de la 22 divisidn, coincidiendo con la ovulacién.
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La maduracién citopldsmica incluye una sucesion de transformaciones de los
orgdnulos del oocito, fundamentalmente de mitocondrias (Thibault er al., 1987),
granulos corticales (Cran y Cheng, 1986) y reticulo endopldsmico liso y rugoso
(Hyttel ez al., 1986, Hyttel, 1988), todas ellas necesarias, para el progreso de la
maduracién y el bloqueo de la poliespermia. Thibault y Gerard (1973) también
sefialan que se producen proteinas de nueva sintesis, como el factor del crecimiento
del proniicleo masculino (MPGF) y el factor promotor de la maduracion (MPF)
(Masui y Market, 1971).

Ademds de estos fendmenos, se produce también la mucificacién y expansién
del ciimulo que rodea al oocito (Deckel y Kraiser, 1978; Eppig et al., 1983,) y una
pérdida del nimero de las uniones intercelulares, entre las células granulosas y entre
éstas y el oocito (gap-junctions), lo que origina una interrupcién en el transporte

iénico entre ciimulo y oocito (Thibault er al., 1987; Hyttel, 1988).

Se han propuesto varias sustancias que inhiben la maduracién, como el
inhibidor de la maduracién de los oocitos (OMI) (Tsafriri y Channing, 1975), el
AMP-ciclico (Deckel y Beers, 1978), el factor de las células de la granulosa (GCF)
(Sato y Koide, 1984), el GMP-iclico, fosfatidil-serina, etc.

Los cambios en el oocito y en el foliculo preovulatorios son probablemente
iniciados por el pico de la hormona luteotropa (LH) (Moor y Warnes, 1979). En la
vaca, la ovulacién ocurre unas 24 horas después del pico de la LH (Dieleman ez al.,
1983) y en este periodo de tiempo el oocito bovino completa su maduracién, tanto

nuclear como citopldsmica (Kruip ef al., 1983; Hyttel et al., 1986, 1989).

Después de la ovulacién, €l oocito sale al oviducto y es transportado, por las
celulas oviductales, hasta el lugar de la fecundacidén, donde esperard la llegada de
los espermatozoides en el estadio de metafase II. La meiosis s6lo se reanudard si se
produce la fecundacion, liberdndose, en ese momento, el 2° corpiisculo polar, como
sefal de haber terminado completamente las dos divisiones del proceso meidtico,

como se indica en el siguiente esquema.
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Esquema 2. Descripcién morfoldgica de los estadios meidticos durante la maduracién de los oocitos

bovinos®.
Tiempo* Estadio Descripcién
) meidtico morfolégica
Niicleo intdcto. Membrana nuclear presente. A veces el
0 GV nucleolo. Cromatina a veces condensada.
Desaparicién de la vesicula Germinal (Germinal Vesicle
Breakdown, GVBD). Desintegracién de la membrana
6-10 GVBD nuclear. Visualizacidn de los primeros cromosomas
bivalentes.
10-12 DIACINESIS Los cromosomas estdn condensados en el lugar del nicleo.
12-16 METAFASE I Los cromosomas se colocan ordenadamente en la zona

ecuatorial formando el huso acromdtico.

16-18 ANA.-TELOFASE I  Los cromosomas se segregacién hacia los polos del huso
acromdtico.

Cromosomas condensados en ¢l segundo huso acromdtico y
19-24 METAFASE I presencia del primer corpiisculo potar.

‘Segiin Kruip er al., (1983) y Hyttel er al., (1986).
*Tiempo en horas tras ¢l pico de la LH.

1.2.- OBTENCION DE OOCITOS.

La obtencidn de oocitos puede realizarse en diferentes fases de su maduracién

y mediante diversos sistemas, pudiendo agruparse en dos grandes apartados:
1.2.1.- Oocitos post-ovulatorios.

Son oocitos que han madurado in vive en el propio tracto genital de la

hembra. Se localizan en el oviducto poco después de 1a ovulacidn,

Normalmente, y con el fin de aumentar el nimero de oocitos a recoger, se
somete a la hembra a tratamientos de superovulacion. La obtencion a partir del
oviducto de los oocitos se efectiia mediante laparotomia o tras el sacrificio de los
animales (Brackett er al., 1982).

El intervalo entre la ovulacién y la recogida del oocito es muy importante,
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ya que los oocitos permanecen fecundables un corto periodo de tiempo de no més
de 10-12 horas, pasado el cual pueden sufrir divisiones espontdneas partenogenéticas.

1.2.2.- Oocitos pre-ovulatorios.

Son oocitos inmaduros. Hay dos tipos de oocitos pre-ovulatorios, los que casi
han completado su maduracién y les falta, por lo tanto, un corto espacio de tiempo
para terminar la misma y aquellos oocitos foliculares que son totalmente inmaduros.

Los oocitos pre-ovulatorios se obtienen mediante la puncién de los foliculos
ovdricos. El grado de maduracidn de los oocitos recogidos es dependiente del

método de recogida empleado;

1.2.2.a.- Oocitos obtenidos proximos al momento de la ovulacién. En
este caso, en el que los oocitos casi han completado su maduracién en el propio
foliculo ovdrico, la técnica mds utilizada para obtenerlos es la aspiracién de los
foliculos preovulatorios en animales sometidos a tratamientos de superovulacién
(Leibfried-Rutledge et al., 1986). El acceso a los ovarios puede hacerse tras el
sacrificio del animal o mediante laparotomfa in vive (Greve et al., 1984) o incluso
con ayuda de un laparoscépio (Sirard ef al., 1985; Lambert et al., 1985). Este es
el método empleado desde hace aftos en los programas de fecundacién in vitro en la

especie humana.

1.2.2.b.- Oocitos inmaduros, también se pueden obtener por
laparoscopia (Stubbings ef al., 1990) o de los ovarios de hembras sacrificadas en
matadero, que es la fuente mds comin de oocitos inmaduros. Por puncién y
aspiracion de foliculos antrales de un determinado didmetro, se obtienen los oocitos,
que tras varios procedimientos de seleccién y lavado se introducen en medios de
cultivo para su maduracién in vitro. Empleando oocitos madurados, fecundados y
cultivados in vitro se han conseguido gestaciones a término en hembras receptoras

(vaca: Goto et al., 1988; Pavlok er al., 1992; cerdo y oveja: Cheng et al., 1986).
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1.3.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MADURACION IN VITRO.

1.3.1.- OBTENCION DE OVARIOS Y OOCITOS.

1.3.1.a.- Obtencidén de los ovarios.

Se consiguen de vacas sacrificadas en matadero. Todos los autores estdn de
acuerdo en que su obtencién debe realizarse inmediatamente después de la muerte
del animal, siendo habitual hacerlo dentro de los 30 minutos siguientes a} sacrificio
(Leibfried y First, 1979 y 1987; Fukui y Sakuma, 1980; Hyttel e al., 1987; Sirard
et al., 1987 y 1988; Gordon, 1990; Fukui 1990). La mayor parte de los autores no
tienen en cuenta el ciclo estral del animal (Leibfried y First, 1980; Fukui y Sakuma,
1982; Xu et al., 1987; Fukui et al., 1987, Sirard et al., 1989 y 1992). El transporte
se hace en soluciones salinas-tamp6n o fosfato-salinas (PBS) con antibidticos (Hyttel
et al., 1987, Sirard er al., 1989), Ademds, Moor y Crosby (1985) y First y Parrish
(1987), manifiestan [a importancia de la temperatura de transporte, ya gue por
debajo de 30°C estd comprometida Ia capacidad de maduracién in vitro. Por otro
lado, el tiempo que transcurre, desde la recogida de los ovarios hasta el cultivo de
los oocitos, debe oscilar entre 2 y 5 horas (Katska y Smorag, 1984; First y Parrish,
1988), aunque Yang et al. (1990), indican que después de ocho horas desde la
recogida de los ovarios todavia se puede conseguir la maduracién in vitro, siempre

y cuando los ovarios se mantengan por encima de 24°C.

Por otro lado, la edad Sptima del animal para obtener oocitos, con vistas a
su maduracidn in vitro, no estd bien determinada, ya que hay autores que senalan
las mismas posibilidades de maduracién para los oocitos provenientes de terneras,
novillas o vacas adultas desde 3 afos en adelante (Katska y Smorag, 1984). Sin
embargo, la mayoria de los autores prefieren ovarios provenientes de novillas,
puesto que las posibilidades de encontrar foliculos atrésicos y oocitos degenerados

son significativamente menores que en vacas de m4s edad (Gordon, 1990).
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1.3.1.b.- Seleccidn del foliculo.

Segiin Motlik y Fulka (1986), los foliculos menores de 2 mm de didmetro
contienen un alto porcentaje de oocitos incompetentes o bien atrésicos, mientras que
los mayores de 10 mm presentan un mayor nimero de oocitos degenerados (Fukui
y Sakuma, 1980). Por ello, la mayorfa de los autores seleccionan foliculos antrales,
de didmetros comprendidos entre 2 y 8 mm (Lichman et al., 1986; Xu et al., 1987,
Pavlov et al., 1992).

Por otro lado, Lonnergan ef al. (1992) sefialan que los foliculos, con un
didmetro de entre 2 y 6 mm, permiten una tasa de recuperacién de oocitos (n° de
oocitos obtenidos/n® de foliculos aspirados) aptos para el cultivo mayor que en los

foliculos de mayor tamaiio.

Wurth y Kruip (1992) seialan que los oocitos, procedentes de foliculos
ligeramente atrésicos, tienen una capacidad normal para madurar in vitro, siempre

que ¢l cimulo y el citoplasma no presenten signos claros de degeneracién.

1.3.1.c.- Obtencién de los oocitos.

El método mds comin, para recoger oocitos foliculares inmaduros, es la
aspiracién del contenido folicular, mediante puncién de los foliculos seleccionados,
utilizando para ello agujas estériles, de 18 a 21 G, conectadas a jeringas estériles de
10 ml (Iritani y Niwa, 1977; Xu y Greve, 1988). Otros autores han recogido los
oocitos mediante la diseccién y subsiguiente ruptura de los foliculos intactos (Moor
y Trounson, 1977; Lu er al., 1987, 1988) aunque segin Arlotto et al. (1990) los
oocitos de foliculos que no estdn situados en la superficie ovérica tienen menores

posibilidades de madurar in vitro.

El producto de la aspiracién se introduce en un tubo cénico para que

sedimenten los oocitos (Sirard er al., 1988) o en placas Petri (Newcomb et al.,
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1978) de donde se recogen. Posteriormente, se pasan varias veces por placas de
lavado (Leibfried y First, 1980; Fukui y Sakuma, 1980; Xu et al., 1987; Fukui, .
1990) con objeto de eliminar elementos foliculares, que impiden o dificultan la

maduracién (liquido folicular, células de descamacién, sangre, adherencias etc.).

1.3.1.d.- Seleccién y clasificacién de los oocitos.

El estudio de la morfologfa del oocito ofrece datos sobre su capacidad de
iniciar la meiosis y, dado que no se pueden realizar técnicas invasivas que
destruirfan la célula, deben establecerse criterios, exclusivamente morfoldgicos, para
seleccionar los gametos que garanticen un buen comportamiento en su maduracién
(Leibfried y First, 1979; Xu et al., 1986; Younis et al., 1989; de Loos e al.,
1992).

La seleccidn se efectia siguiendo dos criterios:

i) aspecto citoplasmdiico del oocito, que segun Tsafriri y Channing (1975)
y Leibried y First (1979), debe poseer un citoplasma granulado fino y

uniforme, sin mostrar espacio perivitelino ni vacuolizaciones.

ii) aspecto y morfologla del cumulo celular que le rodea, del que Leibfried
y First (1979), Xu er al. (1987) y De Loos er al. (1992) afirman que no debe
encontrarse expandido ni disperso sino compacto y sin aglutinaciones.
Laurincknic (1992) sefialan que se produce una mayor tasa de maduracién in
vitro cuando se seleccionan oocitos que presentan las células de la corona
radiada claramente diferenciadas del resto del cimulo celular que rodea al

oocito.

I.a clasificacién de los oocitos para su cultivo in vitro se basa en el nimero
de capas del cimulo que le rodean. Asi, Shioya er al. (1988) clasifica los
oocitos obtenidos en tres grupos segiin la compactacién del cimulo. Xu er al.

(1987) y de Loos er al. (1992), los clasifican en cuatro grupos, dividiendo
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los oocitos con cimulo completo en dos tipos, Iy II, segiin la compactacién
de sus capas. Finalmente, hay autores que dividen los oocitos hasta en 6

grupos (Lonnergan et al., 1991).

1.3.2.- METODOS DE CULTIVO IN VITRO.
1.3.2.a.- Medios de cultivo.

Se han formulado una gran cantidad de medios de cultivo cuya composicién
y finalidad es asegurar el mantenimiento de los requisitos metabdlicos y energéticos
que el oocito necesita para su maduracién fuera del foliculo ovdrico. De todos los
medios utilizados, se puede destacar la utilizacién del M 199, HAM F-10y F-12 ,
TALP, MEM, Medio de Waymouth, etc. Todos ellos son formulaciones complejas
de aminodcidos, sales orgdnicas e inorgdnicas, vitaminas, nucledtidos etc., y se
utilizan en mayor o menor medida, para los procesos de maduracidn, fecundacién
y cultivo in vitro por diversos equipos. Los mejores resultados en la maduracién in
vitro se obtenienen con la utilizacién de los medios M-199 (Rose y Bavister, 1992),
TALP (Leibfried-Rutledge er al., 1987), HAM F-10 (Xu et al., 1987) y HAM F-12
(Rose y Bavister, 1992) . La importancia del medio de cultivo para 1a maduracién
de los oocitos in vitro es tal que, segiin algunos autores, condiciona el éxito de los
sistemas de fecundacion y el posterior desarrollo in virro de los embriones (Rose y

Bavister, 1992).

1.3.2.b.- Modificaciones de los medios de cultivo.

Los medios de maduracién se suelen suplementar con sustancias que
favorecen la capacidad del oocito para madurar in vitro: sueros, sustratos

energéticos, hormonas, factores de crecimiento etc. {Las acciones de los dos (ltimos

grupos se describirdn mds adelante).
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1.- Suero. El oocito necesita un aporte exdgeno de nitrégeno de origen
proteico, que no puede formar por s{ mismo, por lo que el medio de cuitivo se
suplementa con suero sanguineo-Suero Fetal Bovino (SFB) y Suero de Vaca en Estro

(SVE), o con alguno de sus derivados como la Albiimina Sérica Bovina (BSA).

Aun cuando ciertos autores han utilizado BSA, en sus medios de maduracién
(Fukui y Sakuma, 1980), Leibfried-Rutledge ez al. (1986) indican que se obtienen
mejores resultados de maduracién al usar el SFB, debido a que el BSA no puede
soportar el gasto energético que supone la expansién del ciimulo celular durante la
maduracion. Eppig et al. (1983), sefialan ademds que la suplementacién del medio
con suero estimula la producciéon de un factor citopldsmico que favorece la
maduracién y la fecundacién de los oocitos madurados, hecho que no ocurre cuando
se adiciona BSA u otro factor que no sea suero. Los sueros, tanto el SFB como el
SVE, se inactivan antes de su utilizacién, a (56°C durante media hora) con el fin de
desnaturalizar las proteinas del complemento, ya que éstas pueden causar reacciones
inmunes que impiden el desarrollo y crecimiento normal del oocito (New, 1966;

Leifried er al., 1986).

En cuanto al Suero de Vaca en Estro, Sambuisso y Therfall (1989), indican
que la composicién de este suero cambia debido a las fluctuaciones endocrinas que
se producen en este periodo del ciclo estral, modificindose las concentraciones de
sustancias que son transferidas al oocito; entre ellas podemos destacar una mayor
concentracién de LH (Younis er al., 1989). Por otro lado, los mismos autores
indican que el suero recogido tras los primeros sintomas del estro (dia 20 del ciclo),
posee unas propiedades superiores, para la maduracién y fecundacién in vitro, que
el suero recogido en dias posteriores y Kruip (1988) también seiala que el suero
recogido a las 8 horas del inicio de los sintomas sicosomdticos del estro es el que

contribuye a que los oocitos maduren en mayor nimero.

Ciertos autores sostienen que €l uso de SVE no mejora sustancialmente la
maduracién in vitro con respecto al SFB, aunque si influye notablemente en el

aumento de las tasas de fecundacién y desarrollo embrionario in virro (Fukui y
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Ohno, 1989); sin embargo Xu er al. (1987) y Schellander ef al. (1990), demuestran
que el SVE favorece notablemente la maduracién in vitro, utilizando concentraciones
del 20%, que ademds, producen expansién completa del cimulo celular. Pero Kim
et al. (1990), sefialan que la concentracion mds efectiva, en los sistemas de
maduracién y fecundacién in vitro, es del 10% de SVE v/v en el medio de

maduracidn.

2.- Otras sustancias. El oocito, in vive, utiliza el piruvato y el oxalato sédico
como compuestos energéticos. Estos compuestos son transferidos, junto con otras
sustancias, a través de las uniones intercelulares que le relacionan con las células del
cimulo (Tsafrini y Channing, 1975: De Loos et al., 1992). Al iniciarse la
maduracidn in vitro, fuera por lo tante del entorno folicular, se¢ deben suministrar
en el medio de cultivo sustancias que permitan al cimulo la formacién de estos

complejos energéticos (Eppig, 1982; Ball er al., 1983).

Habitualmente, los medios se suplementan con piruvato sédico (Tsafriri y
Channing, 1975; Sirard et al., 1988; Rose y Bavister, 1992), lactato sddico,
glutamina (Lu et al., 1987; Fukui, 1990), glucosa y bicarbonato sddico (Younis ef
al., 1989). Ademds, Eng er al. (1986), seiialan un doble efecto por parte del
bicarbonato sédico ya que por un lado mantiene niveles adecuados de pH y, por

otro, favorece la sintesis de piruvato sddico en las células del cumulo.

1.2.3.c.- Condiciones del cultivo in vitro.

En un principio, los medios de maduracidn se basaban en soluciones salinas
simples a las que se afiadfan diversas sustancias con el objetivo de imitar, en todo
lo posible, las condiciones a las que el oocito estd expuesto en el liquido folicular.

Por otro lado, en los sistemas de maduracién in vitro, también es necesario

controlar las condiciones fisicoquimicas del medio, fundamentalmente en lo referente

a la temperatura, osmolaridad, pH, atmdsfera gaseosa y duracién del cultivo in vitro:
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Respecto a la temperatura, Katska y Smorag (1985) indican que la
maduracién de oocitos bovinos no se produce 5°C por debajo de la
temperatura corporal normal de la especie. Por otro lado, mdrgenes de
temperatura entre 37 y 41°C, permiten la maduracién in vitro de los oocitos
bovinos (Lenz et al., 1983), aunque la temperatura Optima es de 39°C,
coincidiendo con la temperatura corporal de la especie (Lenz et al., 1983;
Leibfried-Rutledge ef al., 1987).

La presién osmética que puede soportar el oocito en los medios de
maduracidn, oscila entre 265 y 325 mOsM. La mayoria de los medios
utilizados tienen osmolaridades de 285-295 mOsM, aunque Sato et al. (1977)
indicaron que los oocitos porcinos y bovinos podian madurar, incluso, con

valores de 316-350 mOsM.

Mantener el pH del medio constante y a niveles fisiolégicos es un
factor decisivo, ya que muchos sistemas enzimdticos del oocito bovino sélo
actian a pH muy limitado, inhibiéndose su actividad por debajo de pH 6,7
y por encima de pH 7,6. El pH se regula, en el medio de maduracién,
gracias a la concentracién de CO, y de bicarbonato sédico. La variacién de
pH soportable, en los medios de maduracién, oscila entre 6,8 y 7.4,
estableciéndose el pH 6ptimo en 7,2-7,4 (Shea er al., 1976; Sato er al.,
1977, Fukui y Sakuma, 1980; Leibfried-Rutledge er al., 1987).
Concentraciones de 25 mM de bicarbonato sédico aseguran el mantenimiento *
del pH, ademds de proveer un mejor sustrato energético (Eng er al., 1986),
aln cuando se pueden utilizar, para este mismo fin, otro tipo de sustancias

tampén, como las sales de Hepes (Lu ef al., 1987).

La composicién de la atmosfera gaseosa utilizada para la maduracién
in vitro se considera muy importante, ya que juega un papel decisivo en el
control de varias funciones metabdlicas y del pH intra y extracelular
(Bavister, 1987). Habitualmente se emplean dos tipos de mezclas gaseosas:
5% de CO, en el aire (Leibfried-Rutledge et al., 1987; Lu er al., 1987,
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Fukui et al., 1982; Wiemer er al., 1991) y 5% CO,, 5% 0, y 90% N,
(Younis et al., 1989; Paviov et al., 1990), en ambos casos, con una humedad
relativa cercana al 100%. Jones (1979), sefiala que la presién del C0,, en el
liquido folicular bovino, se sitia en valores del 5% y ademds indica que el
oocito necesita condiciones anaerobias, para su crecimiento y desarrollo
normal. Como ya se ha dicho el CO, es regulador del pH junto con el
bicarbonato. Hay muy pocos estudios que indiquen las ventajas de incluir en
el sistema de maduracién una tensién de oxfgeno determinada; es mds,
Gwatkin y Haidri (1973) indican que concentraciones de O, del 20%
producen la inhibicién de la maduracién in vitro del oocito de hamster,
mientras que Tsafriri y Channing (1975) sefialan que la presencia de altas

concentraciones de oxigeno interfieren los procesos de maduracién in vitro.

La duracién del cultivo de maduracion, hasta alcanzar el estadio de
metafase II, en oocitos bovinos, varfa seglin distintos autores: 20-21 horas
(Jagiello et al., 1974; Fulka, 1981), 20-24 horas (Suss y Wuthnich, 1985),24-
28 horas (Xu et al., 1986) o incluso 31 horas (Edwards, 1965). La mayoria
de los autores establecen un periodo de cultivo de 24 a 27 horas, en el cual

consideran completada la maduracién in vitro (Fukui, 1990).
1.2.3.d.- Sistemas de cultivo in vitro.

El gran niimero de estudios sobre la maduracién ha dado lugar a diversas

metodologias y modificaciones de las técnicas de cultivo de los oocitos.

Fundamentalmente, se tienen en cuenta: el soporte fisico sobre el que se va a

realizar la maduracién (placa, tubo etc), el modo de colocacion del medio de cultivo,

el nimero de oocitos por volumen de medio y si el cultivo se realiza de manera

estdtica o con un ligero movimiento.

Sugie et al. (1980) senalan dos grupos de sistemas de cultivo: un cultivo en

el que no se permite el intercambio gaseoso con la atmésfera, mediante el uso de un

cierre hermético y un segundo tipo de cultivo que se realiza manteniendo un
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intercambio gaseoso continuo. El primero no tiene interés ya que no permite el
intercambio gaseoso, necesano para la maduracién de los oocitos, mientras que

dentro del segundo grupo se pueden citar dos tipos: los sistemas abierto y cerrado.

El sistema abierto engloba aquellos recipientes en los que se coloca un
volumen de medio de cultivo gue estd en contacto directo con la atmésfera que le
rodea. E! medio se coloca en placas Petri (Fukui, 1990), cdmaras de cultivo
(Leibfried y First, 1980; Xu et al., 1988), placas ELISA (Farin y Yang, 1992) o
tubos de cristal (Fukui y Sakuma, 1980). El inconveniente de este sistema es que
presenta una gran superficie de evaporacidn, lo cual puede originar un aumento de

la osmolaridad, al elevarse la concentracién de sodio.

El sistema cerrade consiste en recubrir el medio de cultivo con aceites
minerales, de tal manera que se impida la evaporacién del medio pero se permite el
intercambio gaseoso con la atmésfera. El modo mds corriente de efectuar este tipo
de cultivo es el de las "microgotas” (Brinster, 1970). Consiste en colocar un
determinado niimero de gotas, habitualmente con un volumen de 50 6 100 ul, en una
placa Petri y recubririas, posteriormente, con aceite de parafina o silicona. El agua
no se evapora ficilmente, pero alguno de los componentes del medio puede ser
soluble en aceite; por ello, hay que equilibrarlo, antes de iniciar el periodo de
cultivo (Whitten, 1971). El sistema de microgotas permite una identificacion
individual de los oocitos, minimiza los riesgos de contaminacién y facilita el cultivo
independiente de los oocitos y una observacién de los mismos mds ficil que con

otros sistemas.

En cuanto al ndmero de oocitos que pueden colocarse en el medio, los
autores que utilizan el sistema abierto ponen un mimero de 20-30 oocitos/ml de
medio (Fukui, 1990; De Loos er al., 1992) mientras que con el sistema de
microgotas, se colocan de 5 a 10 oocitos por microgota (Shioya er al., 1988; Rose
y Bavister, 1992).

Diversos autores han indicado una cierta ventaja cuando se somete la placa
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de cultivo a una ligera oscilacién constante durante el periodo de maduracién. Este
movimiento tiene por objeto favorecer la difusién de los componentes del medio y,
sobre todo, de las hormonas (Musse, 1990; Pavlov et al., 1992).

1.3.2.e.- Sustancias foliculares en la maduracién

in vitro.

Los oocitos de los mamiferos pueden sufrir la maduracién nuclear cuando se
aislan del foliculo ovdrico y son cultivados in vitro en condiciones adecuadas (Pincus
et al., 1935; Edwards, 1965). Para ello, el oocito tiene que liberarse de la influencia
del liquido folicular y de las c€lulas de granulosa que, in vivo, le mantienen en la
pausa meidtica, hasta que se produce el pico preovulatorio de la LH. De esta
manera, la adicién de estos componentes foliculares en los medios de maduracién
in vitro, puede influir positiva o negativamente en la maduracién del oocito

(Wassarman, 1988).

1.- Liguido folicular. Algunos autores (Chang, 1955; Sreenan et al., 1970),
sefialan que la adicién de liquido folicular (LF), al medio de maduracién, inhibe la
meiosis en oocitos de coneja y vaca. Tsafriri y Channing (1975) describen una
sustancia proteica, de 2000 Da de peso molecular, presente en el LF porcino. Este
compuesto, denominado OMI (inhibidor de la maduracién del oocito) provoca la
inhibicién de la maduracién in vitro de los oocitos, aunque este efecto es reversible
si se aflade LH al medio. El OMI no es especifico de especie, ya que LF de distintas
especies inhiben la maduracién de los oocitos de otras y, ademds, actia sélamente
a través de las células del cumulo (Tsafrii y Bar-Ami, 1982). Por otro lado, la
presencia y acciéon del OMI son muy discutidas, debido a la falta de una base
bioquimica clara que demuestre su existencia (Leibfried y First, 1980). Ademds, se
ha demostrado recientemente que la hipoxantina y adenosina, bresentes enel LF, se

comportan también como inhibidores de la maduracién in vitro (Sirard et al., 1992).

Estudios posteriores demuestran que sélo pequenas fracciones del LF inhiben

realmente la maduracién in vitro; estas fracciones pueden presentar productos de
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bajo peso molecular (Tsafriri y Channing, 1975), péptidos pequeiios (Sato y Koide,
1984) o nucledtidos (Downs ef al., 1989). Leibfried y First (1980) indican que el
LF filtrado y esterilizado provoca sélo una leve inhibicién temporal en la
maduracién cuando se afiade al medio en una proporcién del 50% v/v. Sirard y First
(1988) demuestran que hay una relacién dosis-respuesta al afiadir LF al medio,
estableciéndose una inhibicién patente de la maduracién del oocito con

concentraciones superiores al 50% de LF v/v.

Sirard er al. (1992) sefialan que el efecto inhibidor, sobre el oocito, se ejerce
por sustancias presentes en el propio LF y que este efecto se hace a través de las

células del cimulo.

En general, existe una discrepancia sobre el papel inhibidor o estimulador
gjercido por el LF. La adicién de LF porcino dializado (mediante membranas de
separacién de 6000 a 8000 Da, de didmetro del poro) provoca un aumento del
nimero de oocitos madurados y fecundados in vitro, en esta especie animal (Naito
et al., 1988). Ello puede ser debido a varias causas, citando sélo dos, como las mds
importantes: a) que las técnicas de filtrado y esterilizado del LF eliminan los
compuestos inhibidores (OMI u otros) y b) que las sustancias inhibidoras de los
foliculos de donde se extrae el LF, no presenten ya ninguna actividad negativa,

sobre la maduracion in vitro.

Recientemente, Romero et al. (1992) seialan que el LF bovino obtenido del
foliculo dominante presenta una sustancia estimulante de la maduracién del oocito,
con un p.m. de 100.000.

2.- Células de granulosa. Las células de la granulosa se encargan in vivo de
mantener 1a pausa meidtica del oocito (Dekel, 1989), hasta la llegada de los
cambios, en los niveles endocrinos, que culminan con la ovulacién. Sin embargo,
hay autores que han demostrado que la adicion de ciertas cantidades de células de
la granulosa, al cultive de maduracién in vitro, ofrece efectos positivos tanto sobre

la maduracién como sobre la fecundacién in vitro. Este efecto beneficioso se ha
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demostrado en varias especies animales, como en la cerda (Motlik y Fulka, 1986),
oveja (Staigmiller y Moor, 1989) y vaca (Critser ef al., 1986; Fukui, 1990).

Las células de 1a granulosa se obtienen de foliculos antrales, con un tamaiio
comprendido entre 10 y 20 mm de didmetro (Fukui y Ono, 1989) y se cocultivan
con los oocitos a una determinada concentracion. Asf, la mayorfa de los autores
establecen cantidades de 1-7 millones de células/ml de medio de maduracién (Xu et
al., 1987; Lu et al., 1987; Sirard er al., 1992). Sirard er al. (1992) indican que
cocultivos, con un mimero superior a 15 millones/ml de células granulosas en el
medio, producen efectos inhibidores en la maduracién, debido, probablemente, a la
acumulacién de un factor inhibidor, el GCF (factor de la células de granulosa),

descrito por Sato y Koide (1984),

1.2.3.f.- Reguladores de la maduracién in vitro.

Las hormonas y el sistema del AMPc, entre otros factores, participan
activamente en el control de la maduracién del oocito, tanto in vive como in vitro

{Channig y Tsafriri, 1977, Fukui y Ono, 1989; Eppig, 1989).

1.- Hormonas. En el foliculo ovdrico en crecimiento, se producen cambios
regidos por la secreccion y actuacién de las gonadotropinas, esteroides, factores de
crecimiento y otras moléculas. Cada una de ellas, individual o colectivamente,
actian para conseguir la correcta maduracién del oocito. La suplementacidn del
medio de maduracién de oocitos bovinos, con gonadotropinas y esteroides, ha
demostrado tener un efecto positivo en la maduracién de los oocitos in vitro en todas

las especies (Leibfried y First, 1980; First y Parrish, 1987).

l.a.- Gonadotropinas. La adicién de gonadotropinas aumenta las tasas de
maduracién en diversas especies animales: hamster (Gwatkin y Andersen, 1976),
coneja (Thibault y Gerard, 1973), oveja (Moor y Trounson, 1977), cerda (Yoshida
et al., 1992) y vaca (Thibault ef al., 1975y; Fukushima y Fukui, 1985; Zuelke et al.,
1989).
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La hormona luteinizante (LH) ha demostrado tener efectos positivos en los
sistemas de maduracién in vitro. Shalgui et al. (1979) indican que la LH mejora la
maduracién citopldsmica del oocito; Zuelke y Brackett, (1990) sefialan que la
presencia de LH, en el medio de cultivo in vitro, provoca una mayor oxidacién
mitocondrial de la glucosa, en los oocitos bovinos, lo cual favorece la maduracién

de los mismos.

La hormona foliculo estimulante (FSH) también ha demostrado inducir la
maduracién en oocitos de rata (Tsafriri, 1978), coneja (Thibault y Gerard, 1973) y
vaca (Hensleig y Hunter, 1985; Siiss er al., 1988). Sin embargo, muchos autores
indican que la FSH no es imprescindible para la maduracién nuclear del oocito pero
tiene influencia en la expansién del ciimulo celular (Sato er al., 1978; Leibfried y
First, 1979; Fukui et al., 1982). La combinacién de FSH y LH también puede
estimular la expansidn del cimulo celular y la maduracion en oocitos bovinos (Suss
et al., 1988). Sin embargo, Armstrong et al. (1991) sefialan que la adicién de una,
otra o ambas gonadotropinas, a los medios, llevan a cabo un efecto distinto,
dependiendo del estado de maduracién de las células del cimulo, ya que, segtin este
estado, las células presentan un nimero mayor o menor de receptores parala LH o
para la FSH y, por lo tanto, responden de distinta manera segin la hormona

empleada en los medios.

La gonadotropina coriénica humana (hCG) se ha utilizado en los medios de
maduracién en lugar de la LH, ya que presenta acciones similares a esta iltima

(Hensleigh y Hunter, 1985; Xu e al., 1986).

El mecanismo mediante el cual las gonadotropinas actian sobre la
maduracion no estd aun claro. Se ha postulado que esta accidn se lleva a cabo por
alguna o algunas de estas dos vias: por sefales especificas que llegan al oocito por
medio de la expansién del ctimulo o porque estas hormonas estdn relacionadas con
la activacién del factor promotor de la maduracion (MPF), también a través de las

células del cimulo (Motlik, 1989).
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1.b.- Esteroides. Las acciones que ejercen estas hormonas en el proceso de
maduracidn in vitro no son ain bien conocidas del todo, aunque se sabe que el pico
de la LH conduce in vivo a un aumento de estrégenos, en el foliculo preovulatorio.
Sin embargo, cuando se ahaden esteroides a un medio de maduracién de oocitos in
vitro, algunos autores no describen cambios importantes en la maduracién de oocitos
de vaca, rata y cerda (Tsafriri, 1978; Lu y Gordon, 1987; Gordon, 1990).

Los esteroides mds utilizados en los medios de maduracién son el estradiol
y 1a progesterona, describiéndose que la adicién de ambos completa la maduracién
nuclear y citopldsmica (Fukui ef al., 1982). Etl estradiol por sf solo parece no afectar
a la maduracién nuclear del oocito (Younis er al., 1989), pero si influye en la
maduracién citoplasmica y sobre todo en la fecundacién. Por otro lado, Ja presencia
de este esteroide, en el medio de maduracidn, se considera un factor importante para
la formacién del promicleo masculino (Thibault er al., 1975; Fukui et al., 1982;
Thibault, 1987), aunque hay autores que indican que una suplementacién exclusiva
con estradiol, durante la maduracién, puede provocar anormalidades cromosémicas
(Kruip et al., 1983).

La progesterona demuestra tener un efecto estimulante en la maduracién de
oocitos de coneja, cuando se afade a los medios de cultivo (Bae y Foote, 1975). Sin
embargo, sobre los oocitos bovinos no se describe ningin efecto positivo
(Fukushima y Fukui, 1985). Otros esteroides (testosterona, androstenodiona, etc.)
han sido poco estudiados y no han demostrado ningiin efecto apreciable sobre la
maduracidn in vitro, en las concentraciones y especies estudiadas (Smith y Tenney,
1980). Por otro lado, Osborn y Moor (1983) indican que para mejorar la maduracién
en oocitos de oveja es preciso un equlibrio en las concentraciones de las hormonas

esteroides afiadidas al medio, sobre todo del estradiol y la progesterona.

La variedad de los efectos descritos por la adicién exégena de hormonas en
los medios de maduracién de oocitos in vitro es tan grande que, incluso, hay autores
gue sefialan que el tipo de accién hormonal depende del medio de cultivo empleado

(Fukui er al., 1982). En cualquier caso, estos autores seialan que la accién que
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ejercen las hormonas esteroides, en la maduracién in vitro en general, es debida a

modificaciones o incorporaciones de nuevas proteinas al oocito.

Por iiltimo, otros autores destacan incluso que cuando los medios de
maduracién se suplementan con hormonas, éstas no tienen los efectos esperados
sobre la maduracién y la fecundacién e indican que la adicién de SVE presenta
mejores resultados (Gordon, 1990). Probablemente, esto sea debido a que, en este
suero, las hormonas se presentan a concentraciones similares a las fisioldgicas, cosa
que no ocurre al afiadirlas exdgenamente en los sistemas de maduracion in vitro (Lu

y Gordon 1987; Lu er al., 1987; Gordon, 1990; Schellander ez al., 1990).

l.c.- Otras hormonas. Ademds de las hormonas citadas anteriormente, la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y sus agonistas han demostrado
estimular la maduracién de oocitos en rata (Hillensjo y Maire, 1980). Por otro lado,
estudios recientes indican que la hormona estimulante del tiroides (TSH) puede
influir en la posible regulacién de la maduracién, ya que su adicién a medios de
maduracién in vitro aumenta la expansién del cimulo y la tasa de maduracién en

oocitos bovinos (Younis y Brackett, 1992).

La prolactina (PRL) se afiade a los medios de maduracién de oocitos de
algunas especies: oveja (Vdzquez ez al., 1990) y cerda (Illera, 1992). Sin embargo,
sobre el oocito vacuno no presenta, hasta el momento, ningin efecto ni en la
maduracién, ni en la fecundacion in vitro (Saeki et al., 1990; Younis y Brackett,

1992).

2.- Sistema AMPc. Desde hace algunos afios, se admite que el sistema que
regula los niveles de adenosin mono fosfato ciclico (AMPc), en el interior del
oocito, es el encargado de mantener su niicleo en reposo meidtico (GV). Esto es asi,
al menos en animales de laboratorio (Downs et al., 1989) y parece que el AMPc
juega el mismo papel, aunque no de manera exclusiva, en otras especies (Moor y
Gandolfi, 1987; Sirard er al., 1990). En este mecanismo de regulacién parecen

actuar varios factores cuyas acciones se describen seguidamente.
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Hay dos enzimas que actian aumentado a disminuyendo las concentraciones
del AMPc. La adenilato-ciclasa origina una elevacién de los niveles del AMPc

intracelular, mientras que la fosfodiesterasa (PDE) actia disminuyéndola.

Por lo tanto, cuando se aifiaden, al medio de maduracién, agentes que
estimulan la actividad de la adenilato-ciclasa o sustancias que inhiben la accién de
la PDE, aumentan los niveles intracelulares de AMPc en el oocito. Entre los
primeros, el foskolin (Sato y Koide, 1984) y entre los segundos, la isobutilxantina

(Dekel y Beers, 1980; Sirard er al., 1990).

De la misma manera, todos los andlogos estructurales del AMPc, como el
dibutiril AMPc (dbcAMP) o el 8-bromo AMPc también inhiben la activacién de la
meiosis (GVBD) (Sirard er al., 1992).

El mecanismo intrinseco del proceso de desactivacién y activacidn meiética
es la regulacién ejercida por una protein-quinasa (PKC), la cual fosforiliza una
proteina desconocida. Esta proteina es la encargada de mantener la pausa meidtica
(GV). Todo este proceso depende de las concentraciones de AMPc. Cuando bajan
los niveles intracelulares de AMPc en el oocito también disminuyen los de PKC, y
la proteina se desfosforiliza, lo cual da como resultado la activacidn meidtica del
oocito (GVBD) (Bonslaeger ef al., 1986). Parece 16gico decir que la disminucién de
los niveles intracelulares de AMPc, en el oocito, es la seiial de la reactivacién

meidtica, tanto in vivo como in vitro (Dekel y Beers, 1980).

Sanbuissho ef al. (1992) hablan de la paradoja que supone el que la bajada
de las concentraciones de AMPc inicien la meiosis, mientras que las gonadotropinas,
que se comportan como estimuladores de la produccién de AMPc en el cimulo
celular, también favorezcan la reentrada en meiosis. La explicacién que dan estos
autores, a esta aparente contradiccién, es que los altos niveles de AMPc, inducidos
por las gonadotropinas, rompen las uniones intercelulares en el cimulo y con el

oocito y, en consecuencia, el flujo de AMPc se interrumpe activdndose la meiosis.
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Por otro {ado, se ha observado, en el oocito bovino y en el de oveja, que las
altas concentraciones de AMPc intracelulares no son las Unicas encargadas de
mantener la detencién meiética. Los andlogos del AMPc y los otros inhibidores de
la meiosis anteriormente citados, s6lo pueden inhibir temporalmente la maduracién
o bloquearla, en el estadio de Metafase I (Ball e al., 1984; Moor y Gandolfi, 1987).

De hecho se ha descrito que, ademds del AMPc, moléculas como la
hipoxantina y 1a adenosina, presentes en el liquido folicular de oocitos inmaduros,
gjercen también un efecto inhibidor sobre la activacién de la meiosis del oocito
(Downs et al., 1985). Estas purinas tienen un efecto inhibidor débil sobre los oocitos

de vacuno, al contrario de lo que ocurre en los murinos (Sirard y First, 1988).

E! mecanismo que produce la inhibicion de la maduracion parece diferente
en rumiantes del de otras especies, ya que aunque el AMPc gjerce una influencia
importante, no es el dnico encargado de esta funcién y son las células del cimulo
las encargadas de regular estos efectos (Moor y Gandolfi, 1987). Sustancias como
el OMI (Tsafriri y Channing, 1975), GCF (Sato y Koide, 1984) o alguna sustancia
similar al MIS pueden inhibir también la maduracidn. Por todo ello, se asegura que
sobre los oocitos bovinos hay muiltiples factores que se combinan para mantener la

detencién meidtica.

1.3.3.- DESCRIPCION DEL OOCITO. CRITERIOS DE
MADURACION.

El oocito inmaduro presenta una morfologfa, definida y caracteristica, que
sufrird importantes cambios a lo largo del proceso de maduracién. Dichos cambios
morfolégicos se demuestran utilizando técnicas de tincién por microscopia dptica o
electronica (Edwards, 1965; Xu et al., 1986; Hyttel et al., 1986; de Loos et al.,
1992).

1.3.3.a.- Morfelogia del oocito inmaduro. E! oocito, aislado de su foliculo,
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presenta un niicleo grande, situado periféricamente, rodeado de la membrana nuclear
y con un nucleolo apenas visible, en los oocitos bovinos (Hyttel er al., 1986; de
Loos et al., 1992). Este estado nuclear se corresponde con el estadio de dictiato
meidtico (GV).

Los orgénulos citopldsmicos se distribuyen por todo el citoplasma de la célula
y asi las mitocondrias se localizan en la periferia, mientras que en posicién central
s¢ encuentran grdnulos corticales, reticulo endopldsmico rugoso (REr), aparato de
Golgi y vesiculas lisosomales (Kruip ef al., 1983).

El espacio perivitelino (EPV) no existe 0 es muy pequefio y la zona pehicida
se encuentra atravesada por las prolongaciones de las células de la corona radiada,
constituyéndose como uniones intercelulares ("gap junctions”). Estas uniones llegan
incluso hasta el interior del oocito y sirven como "puente” de unién entre éste y las
células del cimulo que le rodean y, también entre ellas mismas. Estas vias de
comunicacion celular pueden ocupar hasta el 1% de la superficie total de la

membrana plasmdtica del oocito (Moor y Gandolfi, 1987).

El oocito inmaduro presenta el cimulo celular compacto e incluso dificulta

la visién del propio oocito (Leibfried y First, 1979).

1.3.3.b.- Morfologia del oocito durante la maduracién. E! inicio de la
maduracién estd marcado por cambios nucleares y citopldsmicos que ocurren en
periodos de tiempo distintos segiin, la especie. En oocitos bovinos, entre las 3 y 6
horas del comienzo de la maduracién, comienzan los cambios en el niicleo del oocito
que culminan con la desaparicién de la membrana nuclear (GVBD). De 12 a 16
horas, se llega al estadio de metafase I (Xu ef al., 1986) y de las 19 a las 24 horas
se produce la extrusidn del primer corpusculo polar al EPV, llegando rdpidamente
al estadio de metafase II, donde se detiene nuclearmente la meiosis, en espera de que
ocurra la fecundacién (Xu er al., 1986; Hyttel et al., 1986; Hyttel, 1988; Sirard,
1989).
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Los cambios citopldsmicos a lo largo de este periodo se resumen en una
elevada actividad de sintesis proteica y una reordenacién de los sistemas de
microtibulos, debido a la intensa actividad cromosémica (Hyttel et al., 1986).
Ademds, también existe un agrupamiento de las mitocondrias y los grénulos

corticales que comienzan a situarse periféricamente (Ducibella er al., 1988).

Por lo que respecta a las uniones intercelulares, comienzan a retraerse a las
3 horas de iniciada la maduracién (Hyttel et al., 1987) y a las 18 horas sélo quedan
restos de las mismas en el EPV, quien a la vez que progresa la maduracién, se hace

cada vez mayor (Xu et al., 1986).

Entre las 10 y 12 horas, del comienzo de la maduracién, el ciimulo que rodea
el oocito comienza su expansion, que llega a ser méxima a las 18 horas del inicio
del cultivo (Hyttel et al., 1986). La expansion se debe a la mucificacién entre las
células, por la presencia de dcido hialurénico en la matriz intercelular y, también,
a la posible presencia de un factor desconocido que favorece la expansién y que se

transfiere desde el mismo oocito hasta el ciimulo (Buccione et al., 1990).

1.3.3.c.~- Morfologia del oocito maduro. Se caracteriza por la expansién
total del ciimulo celular y por la presencia del primer corpisculo polar en el EPV
(Leibfried y First, 1979; Xu er al., 1986). A nivel nuclear, los cromosomas

presentan la configuracién de metafase II.

Los cambios citopldsmicos no se completan hasta las 30 horas de haber
comenzado la maduracién, aunque nuclearmente la maduracién finaliza a las 24
horas (Hyttel, 1988). Estos cambios citopldsmicos incluyen, sobre todo, dos
procesos: la colocacion de los granulos corticales a la periferia, situdndose bajo la
membrana plasmdtica (Ducibella er al., 1988), y el agrupamiento de mitocondrias
y REr en cisternas de gran tamaiio (de Loos ef al., 1992). En esta fase final de la
maduracioén, sigue existiendo una alta actividad de sintesis proteica con el fin de
preparar al oocito, nuclear y citopldsmicamente, para la fecundacién (Moor y
Gandolfi, 1987; de Loos er al., 1992).

32



Estos fenémenos cronolégicos, descritos en la maduracién se corresponden
tanto en los oocitos madurados in vivo como in vitro (Kruip er al., 1983; Hyttel,
1988). Las diferencias mds notables entre ambos tipos de maduracién, estriban
fundamentalmente en que los oocitos madurados in vitro sufren por un lado, un
retraso en la migracién de los granulos corticales a la periferia del oocito (Cran,
1989; Hyttel er al., 1986) y por otro, presentan un mayor ntimero de prolongaciones
celulares, provenientes de las células de la corona radiada, en el EPV (de Loos et
al., 1992).

Por lo tanto, los criterios que aseguran que ha ocurrido la maduracién in

vitro pueden resumirse en:

1) Extrusién del primer corpisculo polar y llegada al estadio de

metafase II.

2) Expansién y mucificacidn del cimulo celular.

3) Traslado de los grinulos corticales a la periferia del oocito
{Ducibella, 1988; Cran, 1989; Buccione er al., 1990).

4) Desaparicién de las uniones intercelulares (de Loos er al., 1992).

Aunque estos criterios de maduracién son aceptados por la mayoria de los
autores, todos ellos estdn de acuerdo en que el mejor criterio de una correcta
maduracion es comprobar la capacidad del oocito para ser fecundado y seguir su
desarrollo embrionario de una manera completamente normal (Hyttel, 1988; Younis

et al., 1989; de Loos et al., 1992).
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2.- FECUNDACION,

2.1.- TRANSPORTE DE LOS GAMETOS.,

Cuando se produce la ovulacién in vivo, el oocito sale del folfculo y cae en
las fimbrias del oviducto por donde se desplaza hacia el lugar de fecundacién,
gracias al movimiento ciliar de las células oviductales y a las contracciones
peristdlticas de la capa muscular (Blandau er al., 1976). Por su parte, los gametos
masculinos, depositados en la vagina, se desplazan también por el tracto genital de

la hembra hacia el lugar de la fecundacién.

2.1.1.- Trasporte del gameto femenino. Yang y Yanagimachi (1989) indican
que durante el transporte del oocito y mientras espera el momento de la fecundacién,
todavia se pueden producir modificaciones en el citoplasma, en la zona pelicida y
en el cimulo celular. En el caso de la vaca, las capas externas del cimulo
desaparecen prdcticamente de 9 a 14 horas después de Ia ovuiacién, aunque la vida
fértil del oocito todavia pueda dilatarse hasta 10 horas mds (Thibault, 1966). Este
tiempo es extremadamente largo comparado con lo que ocurre en otras especies
animales (McLaren, 1980).

En cualquier caso, el envejecimiento del oocito estd relacionado con la
disminucion de la capacidad fecundante. Este envejecimiento conduce a que se
produzcan anormalidades en la fecundacion (como la poliespermia) o a la

degeneracitn del propio oocito (Yanagimachi y Chang, 1961; Hunter, 1980).

2.1.b.- Transporte del gameto masculino. Los espermatozoides eyaculados
y depositados en la vagina ascienden por el tracto genital de la hembra hacia el lugar
de la fecundacion gracias a las contracciones musculares del ttero, inducidas por la
cdpula. El gran niimero de espermatozoides, liberados tras la eyaculacién, disminuye
a la vez que se seleccionan por su paso a través del tracto genital femenino. En la

vaca, la mayor seleccidén ocurre a nivel de la unién utero-tubal (McLaren, 1980).
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Durante €l paso por el tracto femenino, los espermatozoides se [iberan del
plasma seminal que les acompaiia en el momento de la eyaculacién (Yanagimachi,
1988).

Harper (1988), seiiala que el tiempo de Hegada hasta el lugar de la
fecundacién es muy variable, y en concreto, los espermatozoides de toro se pueden
encontrar en dicho lugar entre los 2 y 13 minutos, tras el coito. Por otro lado, cierto
nimero de espermatozoides de toro y de otras especies detienen su progresién en la
porcidn caudal del itsmo del oviducto, liberdndose de manera gradual hacia el lugar
de la fecundacion. De esta manera, el itsmo oviductal se comportaria como una

especie de reservorio espermdtico (Hunter y Wilmut, 1984).

El tiempo de supervivencia del espermatozoide en el interior del tracto
femenino es muy variable, proponiéndose para el espermatozoide de toro una vida
fértil de hasta 48 horas (Hafez ez al., 1980). Todos los sistemas de transporte de los
gametos, estdn controlados por un gran nimero de mecanismos fisiolégicos, entre

los que destacan los siguientes:

En primer lugar, las hormonas esteroides (en particular el estradiol
y la progesterona) juegan un papel importante sobre la contraccién y
secreccion oviductal, gracias a los receptores que existen en el tejido del

oviducto para estas hormonas (revisado por Harper, 1988).

En segundo lugar, intervienen una serie de sustancias como ciertas
catecolaminas (norepinefrina y epinefrina), prostaglandinas (PGFz« y PGE1),
ciertos péptidos (péptido intestinal vasoactivo), nucledtidos ciclicos (AMPc)
y neurotransmisores (GABA). Todas ellas controlan, en parte, el transporte
de los gametos a través del oviducto (Harper, 1988).

Sin embargo, el espermatozoide, al contrario de lo que ocurre con el oocito,
necesita adn unos procesos que le permitan fecundar el gameto femenino. El

conjunto de estos procesos se denomina capacitacién espermatica.
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2.2.- CAPACITACION ESPERMATICA.

Después de abandonar los testiculos, los espermatozoides de los mamiferos
sufren dos procesos antes de lograr la penetracién dentro del gameto femenino. Uno
estd referido a los cambios de maduracién que sufre en el epidfdimo y el otro a
modificaciones que se llevan a cabo en el tracto genital femenino. Todo ello se

conoce genéricamente con el nombre de capacitacién.

Austin (1951) indica que el espermatozoide debe sufrir algiin proceso, antes
de penetrar en la zona peliicida del oocito y que éste ocurre en el tracto genital de
la hembra. Algunas semanas mds tarde, Chang (1951) publica una conclusién
idéntica. Por lo tanto, la capacitacién consiste, al menos en parte, en la retirada
gradual del material que recubre la regién acrosdémica del espermatozoide. De esta
manera, se dejan libres los receptores de los espermatozoides para que puedan
interaccionar con las sustancias del oviducto, las capas externas del cimulo celular

o con los propios receptores que posee la zona peliicida del oocito.

La capacitacién consta de dos fases, una alteracién espermdtica inicial, a la
que sigue una fusién de la membrana acrosomal externa con la membrana plasmatica
del espermatozoide, denominada reaccién acrosémica (Yanagimachi y Usui, 1974;
Yanagimachi, 1981). El fendmeno de la capacitacién estd muy extendido en todo el
reino animal, aunque la reaccidn acrosdmica es un patrimonio casi exclusivo de los
mamiferos (Yanagimachi, 1988). Todo este conjunto de procesos que sufre el
espermatozoide comienza en el oviducto, contintia a través del paso por el cimulo

celular y finaliza en la misma zona pelicida del oocito (Wassarman, 1988).

Yanagimachi (1988) sefiala que las sustancias integradas en la membrana
plasmadtica del espermatozoide, durante su etapa de maduracién en el epididimo,
impiden la capacitacién espontdnea. De la misma manera parecen actuar ciertos
componentes del plasma seminal que acompaiia al eyaculado. Algunos autores
denominan a este conjunto de sustancias como "factores decapacitantes”. De hecho,

durante la maduracién epididimal, la morfologia acrosomal cambia con respecto a
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las etapas anteriores. A su vez, se incorporan nuevas macromoléculas o se modifican
las ya existentes; entre éstas, destaca la integracién o modificacién de glicoproteinas
acrosémicas por parte de enrzimas presentes en el liquido epididimal, como la

galactosil-transferasa.

Bedford (1969) sefiala que las regiones del tracto genital femenino difieren
en su potencial, para capacitar el espermatozoide. Mientras que la capacitacién
puede tener lugar en el itero (Austin, 1951), se produce méis rdpidamente cuando
sucede en el oviducto (Bedford, 1969). Ademds, la capacitacién espermdtica varia
segiin el estado endocrino de la hembra, ya que altos niveles de estrégenos
plasmdticos favorecen la capacitacién, mientras que elevadas concentraciones de
progesterona la inhiben. De acuerdo con esto, Anderson er al. (1992) sefialan que
en el momento del estro se produce en el oviducto una proteina desconocida que
favorece la capacitacién del espermatozoide bovino. Por otro lado, Herz ef al.
(1985) sefialan que el espermatozoide de toro sufre la reaccién acrosdmica en la
ampolia del oviducto ipsilateral del ovario que ha ovulado, en la mayoria de las
ocasiones, y que ademds se produce en un momento cercano o justo después de la

ovulacién.

Aunque los factores que inducen la capacitacién en el tracto genital femenino
no son del todo conocidos, se sabe, desde hace tiempo, que no son especificos de
especie, aunque la duracién minima para que suceda la capacitacién sf que lo es,
permaneciendo constante tanto in vive como in vitro. Ya que la vida util o fértil de
ambos gametos es limitada, en el tracto genital femenino, parece ser que la
capacitacién estd relacionada con la ovulacién. Bedford (1969) sefala la posible
existencia de un factor que induce la reaccién acrosémica, procedente del propio
oocito. Aunque los mecanismos precisos de la capacitacién tadavia siguen sin
descubrirse completamente, se han postulado ciertas teorias de acuerdo a los
experimentos realizados en diversas especies animales. Segin éstos, los cambios
producidos en la membrana del espermatozoide durante la capacitacidn incluyen
cambios en las propiedades de las membranas espermdticas, aumento del pH

acrosomal (de 7,4 a 7,8), alteraciones en la proporcién entre el colesterol y los
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fosfolfpidos, aumento de la permeabilidad a los iones de calcio, interaccién con
glicosaminoglicanos y, por iltimo, la reaccién acrosémica (Yanagimachi, 1988;

Fayrer-Hoskens y Caudle, 1991).

Reacci mica (RA).

In vivo el oocito pierde gran parte de las células del ciimulo, después de la
ovulacién o en su recorrido por el oviducto (Crozet, 1984). Por lo tanto, el
espermatozoide al acercarse al oocito contacta intimamente con las pocas células del

ctimulo que quedan y con la superficie de la zona pelicida. En este momento se

produce la RA.

La RA consta, fundamentalmente, de una serie de puntos: fusién entre la
membrana plasmdtica y la membrana acrosomal externa, dispersién de la matriz
acrosomal y exposicién de la membrana acrosomal interna, la cual se constituye en
una membrana de superficie (Hyttel e al., 1987). Yanagimachi (1988) indica que
la fusién de las membranas plasmdtica y acrosomal externa se produce en diversos
puntos, formé&ndose unas vesiculas con membrana mixta que se desprenden de la
cabeza espermdtica. El resultado de esta fusién de membranas es la liberacién del

contenido del acrosoma, cuya composicion enzimdtica es la siguiente:

Enzimas presentes en el acrosoma (Yanagimachi, 1988).

Hialuronidasa Arilaminidasa

Acrosina. B-N-acetilhexosaminidasa
Proacrosina A-Galactosidasa

Esterasas B-Glucuronidasa
Neuroaminidasas L-Fucosidasa

Fosfatasas Fosfolipasa C

Fosfolipasa A Petidil-peptidasa
Arilsulfatasa Ornitina-decarboxilasa
Colagenasa

La RA es un requisito indispensable para que se pueda producir la
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penetracién del espermatozoide en el interior del oocito, ya que para ello se necesita
la liberacion de las enzimas acrosomales (Talbot, 1985).

Bleil y Wassarman (1983) sefialan que la zona pelicida contiene unas
glicoproteinas denominadas, genéricamente, "ZP", de las que hasta el momento se
han aislado tres tipos: ZP1, ZP: y ZP3, que se comportan como responsables de los
fenémenos de reconocimiento espermdtico. En concreto, la ZP3 es la molécula
responsable no sélo de la unién de la zona pelicida del oocito con el
espermatozoide, sino de inducir en éste la reaccién acrosémica (Wassarman, 1988).
Estos mismos autores indican que sélamente los espermatozoides con el acrosoma
intacto se unen a la zona pelicida. El mecanismo por el que se induce la RA no estd
aclarado del todo pero se cree que la unién espermatozoide-ZP3 provoca una mayor
permeabilidad de la membrana plasmdtica del espermatozoide al calcio extracelular
(Wassarman, 1988). Roldin er al. (1992) aclaran, en parte, este mecanismo
indicando que la unién de la ZPs con una proteina de la membrana del
espermatozoide (p93) activa una respuesta del mismo, mediada por protefnas-G y

enzimas tirosina-quinasas, que desencadenan el proceso de la RA.

Hay un nimero considerable de sustancias presentes en el oviducto, en el
momento de la ovulacion, que pueden facilitar l1a RA de los espermatozoides. Asi,
el liquido folicular y el ciumulo celular parecen estimular al espermatozoide
(Yanagimachi, 1969; Gwatkin et al., 1972).

1a RA, en la mayoria de las ocasiones, comienza a producirse cuando el
gameto masculino se aproxima al cimulo o a la zona pelicida. Este suceso indica
la existencia probable de factores procedentes del cimulo o del propio oocito que

estimulan la RA.

Aunque el mecanismo intimo de la capacitacién y RA ha sido revisado por
multitud de autores (Yanagimachi, 1988; Wassarman, 1988; Martinez ef al., 1989),
todavia existen puntos desconocidos en estos procesos; por otro lado, no se puede

asegurar que los mecanismos que favorecen o intervienen en la capacitacién de los
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espermatozoides in vitro sean los mismos que in vivo. En cualquier caso, aunque se
han sefialado en parte anteriormente, parece que los procesos intrinsecos de la

capacitacién y RA son, de manera esquemdtica, los siguientes:

-Aumento por parte del espermatozoide de la permeabilidad al calcio
extracelular.

-Alteracién de la estructura normal de la membrana.

-Activacién del sistema de la adenil-ciclasa.

-Liberacién de las enzimas acrosomales.

2.3.- FECUNDACION.,

El espermatozoide alcanza la membrana plasmdtica del oocito, después de
atravesar las células del cimulo y la zona pelicida. El paso de la membrana se
realiza rdpidamente, 15-20 minutos, (Hyttel, 1988) y en él intervienen, tanto la
liberacién de enzimas del acrosoma, como la gran motilidad que presenta el

espermatozoide capacitado-reaccionado (Yanagimachi, 1988).

El contacto, entre ambos gametos, comienza cuando llega el espermatozoide
a la membrana del oocito. En este momento, las microvellosidades del oocito
contactan con el segmento ecuatorial del espermatozoide (Hyttel et al., 1988) y
comienza la penetracién de éste. Cuando un espermatozoide entra, se produce, por
un lado, la liberacidn del contenido de los grdnulos corticales al espacio perivitelino,
para evitar la polispermia (Cran, 1989) y por otro, la activacién de la meiosis y la

extrusién del 2° corpisculo polar (CP).

En cuanto al primer punto, el momento de partida, para la liberacién
del contenido de los grdnulos corticales, es la estimulacién, de una proteina
G, provocada por el espermatozoide, situada en la membrana plasmdtica del
oocito. Seguidamente, se ejerce una sefal citopldsmatica por medio de

mensajeros celulares (diacil-glicerol e inositol-fosfato) que aumenta los
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niveles de calcio. Este aumento del calcio provoca la estimulacién de la
protein-quinasa C, que actia liberando ¢l contenido de los GC al espacio
perivitelino (enzimas proteoliticas, glucoproteinas y ovoperoxidasa; Cran,
1989). El tiempo que tarda en completarse ¢ste proceso es muy variable,
desde un minimo de 8 minutos en el hamster (Gwatkin et al., 1973) y hasta
2 6 3 horas en la vaca (Hyttel, 1988; Véase el esquema 3).

PM OM ™ NE N

Esquema 3. Representacién de la entrada de la cabeza del espermatozoide en o
oocito bovino. (a) E! espermatozoide ya ha sufrido la RA y presenta el micleo (N),
membrana acrosomal externa (OM), membrana acrosomal interna (IM) y la membrana
plasmética (PM). Las microvellosidades del oocito contactan con el segmento ecuatonal
del espermatozoide. Los grdnulos corticales (GC) estan situados bajo la menbrama
plasmadtica del oocito, (b) Fusién de membranas entre el segmento ecuaterial y las
microvellosidades. (c) La zona de fusidn se extiende por toda la parte ecuatorial y post-
acrosomal. La liberacidn del contenido de los GC al espacio perivitelino ya se ha
iniciado. (d) La cabeza esoermdtica ya ha penetrado y se encuentra rodeada de la
membrana acrosomal interna minetras que el segmernlo ecuatorial se queda en la
membrana del cocito. (De Hyttel er al, 1989),
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En el mecanismo que impide la polispermia tambien intervienen activamente
las ZP. En concreto, ademas de otras acciones, ciertas enzimas de los grinulos
corticales inactivan, en la zona peliicida, las funciones de las ZP2 y ZPs, con lo que
los espermatozoides no pueden fijarse a la misma ni sufrir la RA (Bleil y

Wassarman, 1983; Wassarman, 1988).

Sobre el segundo punto, en algunas especies el 2° CP es liberado
inmediatamente antes de la entrada del gameto masculino. En el ganado

bovino la extrusién completa del 2° CP se produce unas 4 horas después de
la entrada del espermatozoide (Hyttel, 1988, Hyttel ef al., 1989).

En todos los mamiferos, los componentes celulares del espermatozoide
(membrana acrosomal, material perinuclear, mitondrias del tracto intermedio, etc.)
se incorporan al citoplasma del oocito. La cabeza del espermatozoide comienza a
descondensarse, por la accién de ciertos factores formados durante la maduracién
citopldsmica del oocito (Thibault, 1978), sobre todo, a los niveles intracelulares de
glutatién (Yoshida et al., 1992).

La cabeza espermética decondensada y los cromosomas femeninos se rodean
de una membrana nuclear, procedente del reticulo endopidsmico del oocito,
constituyéndose los promicleos (PN) masculino y femenino (Yanagimachi, 1988).
Estas etapas estdn caracterizadas por la sintesis de ADN. Los PN aumentan de
tamafio sincrénicamente, en pocas horas. En la especie bovina, el PN se forma muy
poco tiempo antes que el femenino, por lo que algunos autores sefialan que por ello

el PN masculine tiene tun tamano mayor que el femenino (McLaren, 1980j.

A las pocas horas, los PN se encuentran en el centro del oocito, se disuelven
las membranas pronucleares y los cromosomas adoptan la configuracién de la

profase mitética (Hunter, 1974; Hyttel, 1988).

Yanagimachi (1988) indica que después de la sincariosis (unién del material

genético masculino y femenino), en la metafase mitética, se completa la fecundacién
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y comienza el desarrolo embrionario.

ESQUEMA 3. Cronologia de la interaccién oocito-espermatozoide en ka fecundncién bovina.*

Horas tras la fusidn de
los gametos.

Cambios nucleares

Cambios citoplasmdticos

46

19

20

24

Fusién de los gametos
Telofase IT del oocito.

Comienza la formacién del 2° CP.

Localizacidn periférica del
espermatozoide.

Descondensacion de la cabeza del
esperm.

Comienzan a formarse la
membrana de los PN.

Extrusién del 2° CP

Se completa la envoltura de los
PN
PN esféricos y grandes

Migracién de los PN hacia el
centro del oocito

Pérdida del tracto intermedio del
espermat.

Ondulacién de las membranas de
los PN.
PN casi fusionados

Desaparicién de las membranas
nucleares y fusién de los PN.
Sincariosis.

Profase mitética.
Citocinesis.
Esiadio de 2 células.

Liberacion del contenido de los
Grénulos corticales
Aumento del n® de Ap. de Golgi.

Aumento del n° de REr.
Emigraci6n del REr hacia los PN.

Agrupamiento de REr afrededor de
los PN

Agrupamiento del Ap. de Golgi
alrededor del micleo.

Reordenacién de los microtibulos
y del Ap. de Golgi.

* Segin Crozet, (1984); Hyttel, (1988); Hyttel er al., (1989).

2.4.- FECUNDACION IN VITRO.

El primer temero procedente de fecundacién in vitro (FIV) naci6 en el afio
1981 (Brackett er al., 1982). Anos antes, Chang (1959), consiguié el primer éxito
de esta tecnologia al obtener una camada de conejos tras la FIV y transferencia

embrionaria posterior.
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En estos primeros trabajos sc¢ sientan las claves del futuro éxito de las
técnicas de FIV: por un lado, se sefiala la necesidad de que los espermatozoides se
capaciten antes del contacto con el gameto femenino (Austin, 1951; Chang, 1951),
Yy, por otro, se desarrollan técnicas sencillas de tincién que permiten evidenciar la

fecundacién de los oocitos (Chang, 1951).

Han tenido que pasar varios afos para lograr resultados, en otras especies,
como los obtenidos por Chang en el conejo: Toyoda y Chang (1974) en la rata;
Steptoe y Edwards (1978) en humana y Cheng er al. (1986) en la oveja y la cerda.
Este retraso fue debido a que los mismos procedimientos no se pueden extrapolar a
otras especies animales, por las caracteristicas especfficas de cada una de ellas.
Ademds, Brackett et al. (1982) sefialan que todos los avances conseguidos, en las
técnicas de FIV, son el resultado de la investigacién sobre la maduracién del oocito,
sobre la capacitacién del espermatozoide y sobre el desarrollo embrionario posterior
a la FIV.

Los fenémenos de FIV, en el ganado bovino, han sido estudiados por muchos
autores (Sreenan, 1970; Hunter et al., 1972; Shea et al., 1976; Iritani y Niwa, 1977,
Newcomb er al., 1978) hasta culminar, como se ha indicado, en el éxito obtenido

por Brackett ef al., (1982).

El mayor éxito del procedimiento de FIV se demuestra al producir individuos
vivos procedentes de FIV, utilizando fanto oocitos madurados in vivo (Brackett et
al., 1982; Sirard y Lambert, 19835, Sirard er al., 1985) o madurados in vitro (Critser
et al., 1986; Xu er al., 1987; Goto et al., 1988), aungue la eficacia de los procesos
de FIV disminuye respecto a la fecundacidn natural, de igual modo que cuando se
utilizan oocitos madurados in vivo frente a los madurados in virro (Leibfried-

Rutledge er al., 1986).

En general segin First y Parrish (1987), todos los sistemas de FIV requieren

los siguientes puntos:
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1.- Utilizacién de un sistema que asegure la maduracién del oocito.

2.- Obtencién de los espermatozoides.

3.- Métodos de capacitacién in vitro del espermatozoide.

4.- Factores que influyen en la capacitacién in vitro del espermatozoide.

5.- Establecer las condiciones de inseminacion.

2.4.1.- MADURACION DE LOS OOCITOS.

Los oocitos que se utilizan para la FIV provienen de dos fuentes esenciales,

madurados in vive e in vitro (VER PUNTO 2.1).

Los oocitos madurados in vive se obtienen, normalmente, de ovarios de
hembras superovuladas. Los oocitos se recogen de los folfculos preovulatorios,
inmediatamente antes de la ovulacién o del oviducto, después de ocurrida ésta
(Brackett er al., 1982; Leibfried-Rutledge er al., 1986). Los oocitos también se
pueden recoger, por este procedimiento, de hembras sacrificadas del matadero o por
medio de un laparoscépio (Sirard y Lambert, 1985; Lambert et al., 1986). En
cualquiera de los dos casos, los ococitos se recogen una vez que han complietado su

maduracién.

Sin embargo, esta metodologia tiene dos inconvenientes: uno de ellos es que
exige un aparataje y especializacion adecuada, ya que hay que averiguar el momento
exacto de 1a ovulacidn, bien para adelantamos a ella {(oocitos preovulatorios) o para
recoger los oocitos inmediatamente después (post-ovulatorios). First y Parrish (1987)
indican que retrasos de mds de dos horas, tras la ovulacién de los oocitos, se
traducen en una tasa de partenogénesis, excesivamente alta. El otro inconveniente

es que el niimero de oocitos obtenidos por hembra es impredecible y siempre estd
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limitado a la respuesta al tratamiento de superovulacién (Toyoda, 1989). De hecho,
siempre que las vacas son somefidas a tratamientos de superovulacion, el nimero de
oocitos recogidos ofrece cifras entre 5 y 10, por animal (Lambert er al., 1986;
Leibfried-Rutledge et al., 1986).

Se ha conseguido nacimientos viables tras el empleo de oocitos madurados
in vitro (Critser et al., 1986; Xu et al., 1987; Goto et al., 1988). La metodologia
seguida, cominmente, por los autores que utilizan esta fuente de oocitos ha sido

explicada en el punto 2.1.

Leibfried-Rutledge er al. (1987) indican que la capacidad de desarrollo
embrionario utilizando oocitos madurados in vitro es mds baja que cuando se utilizan
oocitos madurados in vive. Sin embargo, estos y otros autores también sefalan la
gran ventaja que supone utilizar esta fuente de oocitos para la FIV, ya que permite
disponer de una gran cantidad de oocitos, incluso de buena calidad genética, tras el
sacrificio del animal (First y Parrish, 1987; Sirard, 1989; Toyoda, 198%; Fukui,
1990).

2.4.2.- OBTENCION DE LOS ESPERMATOZOIDES.

El origen de los espermatozoides utilizados para la fecundacion in virro puede
ser de dos tipos: obtenidos de la cola del epididimo o eyaculados. Estos tltimos a
su vez pueden utilizarse directamente en fresco (diluidos o no) o se pueden emplear

inmediatamente después de su descongelacidn.

Brackett (1983) senala que los espermatozoides epididimales tienen una
mayor capacidad para acumular calcio que los eyaculados. Por otro lado, Weeler y
Seide]l (1986) indican que el semen fresco tarda mds en capacitarse que el semen
congelado. Ademds, desde el punto de vista prictico, la utilizacién del semen
congelado presenta ventajas {First y Parrish, 1987), ya que permite una evidente

factlidad para disponer de un nimero adecuado de dosis seminales de buena calidad.
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Por su parte, Yanagimachi (1988) indica que la membrana plasmética de los
espermatozoides eyaculados se comporta de manera mds estable que ia de los que
provienen del epididimo, los cuales, seguin First y Parrish (1988) tienen dificultades
para sufrir la reaccién acrosémica si no existe un tratamiento previo de 30 minutos

con plasma seminal.

Todo ello hace pensar que ambos tipos de espermatozoides son vdlidos para
producir la fecundacién in vitro. De hecho, muchos autores han utilizado
espermatozoides, de origen epididimal, para sus sistemas de FIV (Ball ez al., 1983;
Lenz et al., 1983) asi como espermatozoides procedentes de eyaculado (Iritani ef al.,
1977; Parrish et al., 1985).

En la actualidad, gracias al perfeccionamiento de la metodologia de la
induccién a la capacitacién in virro de los espermatozoides y en base a una
disponibilidad de semen adecuado, la mayorfa de los autores utitizan semen
congelado, como fuente de espermatozoides, para los sistemas de FIV (Parrish er
al., 1986; Lu et al., 1987; Sirard et al., 1988; Fukui, 1990; Schellander ef al.,
1990, Pavlov er al., 1992).

2.4.3.- METODOS DE CAPACITACION IN VITRO DEL
ESPERMATOZOIDE.

Basdndose en las técnicas empleadas en los animales de experimentacion,
comenzaron a utilizarse métodos de capacitacién de espermatozoudes bovinos,
apoy4ndose en procedimientos cuyo fin es eliminar las proteinas decapacitantes, de
la membrana plasmédtica del espermatozoide y estimular a salida de los dcidos grasos

y del colesterol de la membrana plasmdtica (Go y Wolf, 1985).

Sin embargo, estas técnicas no han tenido éxito en los rumiantes, teniendo
en cuenta, ademds, que en los animales de laboratorio se emplean espermatozoides

epididimales, mientras que en rumiantes se utiliza preferentemente eyaculado fresco
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o congelado. Los espermatozoides epididimales pueden capacitarse con simples
soluciones salinas (Ball er al., 1983; Lenz er al., 1983) mientras que los
espermatozoides eyaculados necesitan, ademds, la accidn de ciertos agentes que

ayuden a la capacitacién (Parrish et al., 1986; First y Parrish, 1988).

Para conseguir la capacitacién in vitro de los espermatozoides bovinos se

siguen diversas metodologfas, entre las que destacan las siguientes:

a.- Utilizacién de soluciones salinas (DM-HIS) con alta concentracién iénica
(390 mOsm/L), con el objeto de desplazar y eliminar de la membrana del

espermatozoide las sustancias decapacitantes (Brackett et al., 1982).

b.- Periodos de incubacién de los espermatozoides muy largos (14-18 horas,
en medio KRB-m), para modificar el colesterol incluido en la membrana

espermdtica (Iritani ef al., 1984).

c.- Utilizacion de pH alcalino, en el medio de capacitacidn. Esto afecta al pH
intracelular y desplaza de la superficie los factores decapacitantes (Cheng et
al., 1986).

d.- Medio capacitador TALP, que se basa en una seleccion previa de los
espermatozoides y en la inclusién de glicosaminoglicanos u otras sustancias,
en el medio de capacitacion (Parrish et al., 1986; Fukui, 1990; Pavlov et al.,
1992).

e.- Lavado y seleccidén de los espermatozoides por su paso a través de

gradientes de percoll, ademds de un periodo de incubacidén con una alta

concentracién de espermatozoides (Eyestone, 1992).
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2.4.4.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CAPACITACION IN
VITRO DEL ESPERMATOZOIDE.

4.1.- Temperatura. Habitualmente, se utiliza una temperatura de 39°C,
teniendo en cuenta que variaciones de tan solo 0,5°C afectan seriamente a la

capacitacion (First y Parrish, 1988).

4,2.- pH. Para efectuar el lavado y la preincubacién de los espermatozoides,
el pH se mantiene a 7,4 (Parrish et al., 1986; Fukui, 1990) o a 7,6 (Younis
et al., 1989), mientras que, durante el periodo de capacitacién y en el medio
de fecundacién, se utiliza un pH de 7,4 (Younis et al., 1989) o de 7,8 (Fukui
et al., 1989; Fukui, 1990), Este ha demostrado favorecer la eliminacién de
ciertas glicoproteinas decapacitantes que se encuentran en la superficie del

espermatozoide (Cheng er al., 1986).

4.3.- Concentracién espermética. Durante el periodo de preincubacidn, para
inducir la capacitacidn, la concentracién espermatica se mantiene entre 25 y

50 millones de esperm/ml (Lu ef al., 1987; Fukui, 1990).

4.4.- Tiempo de capacitacién, Los distintos autores indican un tiempo
necesario distinto, segun la metodologia empleada, desde 4 horas (Parrish er
al., 1986) hasta las 18 horas de incubacién, empleadas por Iritani er al.
(1984).

4.5.- Medios de capacitacién. Su composicidn se basa en soluciones salinas
que tienen una formulacién quimica definida y sencilla (Yanagimachi, 1988).
De acuerdo, también, con el método de capacitacién seguido se utilizan
varios medios: medio KRB-m (Iritani ef al., 1984); medio DM-HIS (Brackett
et al., 1982); medio TALP (medio Tyrode modificado con sales de HEPES,
albimina, lactato sédico y piruvato sédico; Parrish et al., 1986; Fukui,
1990).
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En cuanto a algunos de los componentes de los medios, la mayorfa
de ellos llevan una suplementacién de B.S.A., que favorece la capacitacion,
ya que elimina colesterol y 4dcidos grasos de la membrana plasmdtica, los
cuales impiden la capacitacién (Go y Wolf, 1985) ademds de mantener Ja

motilidad espermética.

Algunos autores no incluyen sales cdlcicas, en los medios de lavado
y capacitacion espermdtica (Lu er al., 1987; First y Parrish, 1988), mientras
que la presencia de glucosa en los medios de capacitacién es controvertida.
Parrish er al., (1986 y 1988) seiialan que concentraciones de glucosa,
superiores a 5 mM en el medio, inhiben la capacitacidn espermdtica inducida
por la heparina sddica. Segiin estos mismos autores, este hecho es similar a
lo que ocurre in vivo, ya que las concentraciones de glucosa en el oviducto
bovino son muy pequefias (del orden de 100 a 200 uM). Por ello, la mayoria
de autores no utilizan concentraciones superiores a 5 mM de glucosa, en sus
medios de capacitacién, aunque Fukui (1990) sefiala que se puede aumentar
la concentracion de glucosa, siempre que se aumente también la de heparina

como factor capacitante.

4.6.- Osmolaridad. La concentracién i6nica de los medios de capacitacién
varia desde valores de 380 mOsm/L en el medio DM-HIS (Brackett er al.,
1982) hasta 290 mOsm/1. en medios TALP (Parrish et al., 1986).

4.7.- Variaciones individuales de los toros. Lambert er al. (1986)
consideran un factor importante la posible variacién entre los
espermatozoides de los distintos toros que se utilizan para la FIV. Eyestone
y First (1989) senalan, sin embargo, que las verdaderas diferencias entre los
distintos machos que se empleen para la FIV se ponen de manifiesto
s6lamente a partir del estadio de 4 células, durante el desarrollo embrionario
temprano. En cualquier caso, la mayoria de los autores estdn de acuerdo en
que la valoracién cuidadosa de la fecundidad de los toros es importante al

comenzar estudios relativos a la FIV y desarrollo embrionario (Gordon,
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1990). En el caso del semen congelado, algunos autores utilizan pajuelas de
varios toros (Parrish er gf., 1986) o emplean semen de un (inico toro de
fecundidad contrastada (Ohgoda er al., 1988; Fukui, 1990).

4.8.- Sustancias que favorecen la capacitacién in vitro.

4.8.a. Glicosaminoglicanos (GAGs). Son polisacdridos unidos a protefnas.
Los mds importantes son el condroitin-sulfato, heparan-sulfato, el cido
hialurénico y la heparina. Lee y Ax (1984) sefialan la existencia de altas
concentraciones de GAGs en el oviducto bovino, los cuales se comportan
como inductores, muy efectivos, de la capacitacién y de la reaccién
acrosémica, tanto de los espermatozoides epididimales (Lenz er al., 1983;
Ball ez al., 1983) como de los eyaculados (Parrish et al., 1986, 1988; Fukui,
1990; Rose y Bavister, 1992; Pavlov ef al., 1992). El glicosaminoglicano de
mayor efectividad es la heparina, debido a presentar un mayor grado de
sulfatacién y una elevada capacidad para unirse al espermatozoide (First y
Parrish, 1988). La heparina induce la capacitacién del espermatozoide por

varios mecanismos (First y Parrish, 1987):

-Desplaza las proteinas decapacitantes de la membrana espermatica.

-Estimula la apertura de los canales para el i6n calcio, comportindose

como un iondforo.

-Activa la accién del AMP- y de la fosfolipasa A, (que aumenta la
concentracién de fosfolipidos, como la fosfatidilcolina, que, en presencia de
Ca®* induce la reaccién acrosémica). La heparina actia en en este caso
inmovilizando el i6n Zn, que se comporta como inhibidor de la fosfolipasa

A,.

-Favorece la conversién de proacrosina en acrosina.
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La capacitaci6n por heparina se inhibe en presencia de
concentraciones superiores a 5 mM de glucosa, aunque este efecto es
reversible si los espermatozoides se incuban con dosis de 200 ug/ml de

heparina o se afiade AMPc (First y Parrish, 1988).

La mayorfa de los autores que emplean espermatozoides, provenientes
de eyaculado, utilizan heparina, ya que como indican First y Parrish (1987,
1988) y Gordon (1990): "la utilizacién de heparina sédica ha demostrado ser
el mejor método para inducir la capacitacién y reaccién acrosémica in vitro,

en los espermatozoides bovinos”.

4.8.b. Factores de motilidad espermdtica. Diversos autores (revisado por
Yanagimachi 1988) indican la existencia de catecolaminas (epinefrina), varios
aminoicidos (taurina, hipotaurina) y penicilamina, en el oviducto del
hamster, cuyos niveles aumentan en los dias del estro. Ademds, senalan que
la adicidon de estas sustancias a los medios de capacitacién favorecen la
misma. Susko-Parrish et al. (1990) y Gordon (1990) sefialan que la
utilizacién de estos factores de motilidad presenta resultados satisfactorios,

en el proceso de la FIV bovina.

4.8.c. londforos para el calcio. Ball er al. (1983) suplementan el medio de
capacitacién con el ton6foro A-23187, el cual tiene el efecto de abrir los

canales del calcio y favorecer la capacitacién de los espermatozoides bovinos.

4.8.d. Cafefna. Critser et al. (1986) indican que el uso de cafeina provoca
una hipermotilidad espermdtica que, no obstante, no se traduce en un
aumento de espermatozoides capacitados. Sin embargo, Goto er al. (1988)
sefialan lo contrario, destacando que la suplementacidn con § mM de cafeina,
durante los periodos de lavado e incubacién, aumenta el nimero de

espermatozoides capacitados.

4.8.e. Nucledtidos ciclicos. Algunos autores afiaden AMPc a sus medios de
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capacitacién produciendo un efecto positivo, ya que la regulacién del
intercambio i6nico, en la membrana del espermatozoide, estd mediado por
un mecanismo de fosforilaciéon. En este mecanismo, interviene activamente
la concentracidén intracelular de AMPc (Parrish ef al., 1988). Otros autores
sin embargo, indican que la adicién exclusiva de AMPc, o sus derivados (8-
Br-AMP), no aumenta las tasas de capacitacién de espermatozoides bovinos

(Critser et al., 1986).

4.8.f. Proteinas asociadas al estro. Recientemente, Anderson et al. (1992)
han demostrado que cierta glicoprotefna, presente en el oviducto bovino en
el momento del estro (denominada EAP), favorece la capacitacién, motilidad
y aglutinacién de los espermatozoides in virro. La adicidn de esta proteina

al medio favorece los indices de fecundacién in vitro (King et al., 1992).

4.8.g. Factor activador de las plaquetas (PAF). Parece ser que este factor
incide positivamente en el conjunto de la capacitacién, favoreciendo la
reaccién acrosémica y aumentando la motilidad de los espermatozoides
bovinos (Fukuda y Roudebush, 1992).

4.9.- Células del ciimulo. Gwatkin ez al., (1972) sefalan que la presencia
de las células del cimulo juega un papel fundamental en la capacitacién de
espermatozoides de hamster in vitro. En la especie bovina, el efecto de las
células del cimulo ha sido evaluado respecto al conjunto del sistema
maduracién/fecundacién in vitro teniendo en cuenta el efecto del cimulo
sobre 1a propia maduracion del oocito y sobre los fenémenos de capacitacién
(Critser er al.,, 1986; Thibault er al., 1987; Shioya er al., 1988).
Especificamente, Fukui (1990) indica que la zona pelicida de los oocitos,
con cimulo o denudados, es capaz de inducir la reaccién acrosémica. El
mismo autor sefiala que los indices de espermatozoides capacitados y
reaccionados aumentan, significativamente, cuando los oocitos estdn
completamente rodeados de las células del cimulo, respecto a los oocitos

denudados.
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2.4.5.- CONDICIONES DE INSEMINACION.

Después de obtener oocitos maduros y espermatozoides capacitados deben
fijarse las condiciones ambientales a las que se someten los gametos para que la
fecundacion tenga éxito. Del mantenimiento de estas condiciones, dentro de los

mdrgenes fisioldgicos, depende el éxito de la FIV (First y Parrish, 1987).

5.1.-Tiempo de inseminacién. El tiempo que permanecen en contacto los
gametos varfa en funcién de la metodologfa empleada, por los distintos
autores. Utilizando un medio DM-HIS para capacitar los gametos, el tiempo
de inseminacién es de 6 a 8 horas (Shioya er al., 1988; Kim er al., 1990)
mientras que utilizando el método descrito por Parrish er al. (1986) o sus
modificaciones (Lu ef al., 1987; Xu er al., 1987) se precisan alrededor de
16 horas (Younis et al., 1989; Schellander et al., 1990) o de 18 a 20 horas
(Sirard er al., 1988; Fukui y Ono, 1989; Fukui, 1990; Rose y Bavister,
1992).

5.2.- Concentracién espermitica. El mimero de espermatozoides por oocito
es un factor importante, ya que si es bajo no se produce la fecundacién y si
es demasiado alto se producen fendmenos de polispermia (First y Parrish,
1987). Habitualmente, se emplean dosis -de entre 0,5 a 1,5 x 10°
espermatozoides/m! de medio de fecundacion (Xu er al., 1987; Younis ef al.,
1989; Fukui, 1990; Rose y Bavister, 1992). La dosis espermdtica se ajusta
en base a los espermatozoides vivos, tras los tratamientos de capacitacién
(First y Parrish, 1988). Lo ideal es introducir en el medio de fecundacion el
menor nimero de espermatozoides por ooctto que, habitualmente, es de
10.000/00cito (First y Parrish, 1988).

Normalmente, el medio de fecundacién se dispone en forma de
microgotas {de 50 o 100 ul) bajo aceite de parafina o silicona y en ellas se
introducen de 5 a 10 oocitos y la concentracién deseada de espermatozoides
(Lenz et al., 1983; Ball er al., 1983, Parrish et al., 1986; Xu et al., 1987,
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Younis er al., 1989; Fukui, 1990; Rose y Bavister, 1992; Pavlov er al.,
1992),

5.3.- Condiciones fisicoquimicas. Lenz et al. (1983) indican que mantener
una femperaturg constante es fundamental para el éxito de la fecundacién. En
el ganado bovino, aquella se situa en los 39°C, ya que se favorece la
capacitacion y también tiene un efecto positivo sobre la produccién de 4cido
hialurénico. Variaciones de 0,5°C afectan a la fecundacién (First y Parrish,
1988). El pH del medio de fecundacién se ajusta a 7,4 (Younis ef al., 1989)
o a 7,8 (Fukui y Ono, 1989) y la concentracion gaseosg a las mismas
condiciones que en los sistemas de maduracién in vitro (VER PUNTO
1.2.3c); esto es, con un 5% de CO, y 100% de humedad en el aire. Algunos
autores afiaden, ademds, un 5% de O, (Younis et al., 1989). La osmolaridad
del medio se sitia en 290-300 mOsm/L (Parrish er al., 1986).

5.4.- Medios de fecundacién. Es el encargado de favorecer los cambios en
el espermatozoide que permitan la fecundacion, ademds de soportar
energéticamente todo este proceso. Bdsicamente, se emplean los mismos
medios utilizados en 1a maduracién in vitro de los oocitos o en la preparacién

y capacitacién de los espermatozoides (DM; M-199; KRB-m; TALP, etc).

Los medios tratan de parecerse a las condiciones naturales que los
gametos encuentran en el oviducto y, asi, hay varios factores a tener en
cuenta: en primer lugar la relacién iénica, sobre todo de los iones Na*/K”*
y Ca’*/Mg?* (Bavister, 1981). El ién calcio es imprescindible para que se
produzcan los fenémenos de capacitacion y de atraccidn del espermatozoide

a la zona pelicida (Yanagimachi, 1982).

Como fuentes energéticas, estos medios utilizan el 4cido lactico y el
dcido pinivico (en forma de lactato sédico y piruvato sédico,
respectivamente). Aquellos sisternas que emplean heparina sédica, para

inducir la capacitacion, no llevan suplementacién con glucosa, ya que inhibe
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la accién de la heparina. Otros autores scfialan, sin embargo, que
concentraciones de 12 mM de glucosa pueden anadirse al medio de
fecundacién siempre y cuando se utilizan concentraciones de heparina sédica

20 veces mayores a las normales (Fukui, 1990).

La albimina bovina (BSA) es el mejor sustrato protéico para la
fecundacién, ya que favorece la reaccién acrosémica y la penetracién del

espermatozoide (Parrish et al., 1988).

5.5.- Sustancias que se aiiaden al medio de fecundacién. En los medios de
fecundaciéon pueden anadirse las mismas sustancias que favorecen la
capacitacion in vitro, de los espermatozoides bovinos (VER PUNTO 4). Asf,
se producen efectos positivos al afadir factores de motilidad espermética
(epinefrina, hipotaurina y penicilamina), glicosaminoglicanos, cafeina, etc.
Niwa y Ohgoda (1988) indican un efecto sinérgico de esta dltima y la

heparina cuando se afiaden juntas, al medio de fecundacién.

Susko-Parrish er al. (1990) sefialan un efecto positivo del bisulfito de
sodio cuando se anade al medio de fecundacién. Por otro lado, la adicién de
celulas epiteliales oviductales bovinas al medio aumentan también las tasas
de fecundacién (Miller er al., 1992).

2.4.6.- CRITERIOS DE FECUNDACION.

Para considerar un oocito fecundado se deben visualizar los proniicleos,

masculino y femenino, con el resto de la cola espermdtica y con los dos corpiisculos

polares; esto no siempre es asi, ya que, a veces, alguno de los corpiisculos polares

se deprende, por efecto de la técnica de tincién, o la cola del espermatozoide no se
visualiza (Shioya er al., 1988; Fukui y Ono, 1989; Fukui, 1990; Schellander et al.,
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Algunos autores, también, sefialan como criterio védlido la visualizacién de
cabezas espermdticas o del pronidcleo masculino, en distintos grados de

decondensacién, siempre acompafiado del pronticleo femenino (Ohgoda et al., 1988).

Hensleigh y Hunter (1985) utilizan como criterio de fecundacidn la existencia

de segmentaciones que produzcan blastémeros, en los estadios de 2 y 4 células.

Anormalidades en la FIV. Xu y Greve (1988) y Hyttel (1988) sefialan que
los principales problemas que se pueden encontrar en el desarrollo de la fecundacién
in viero son los siguientes: poliespermia (por la entrada de mds de un
espermatozoide, al interior del oocito), poliginia (aparicién de més de un proniicleo
femenino), asincronia en el desarrollo de ambos pronicleos y activacién de la

citoquinesis antes de tiempo.

Segiin los diversos autores, las causas de que se produzcan estas alteraciones

son de diferente naturaleza, y, entre ellas, se¢ destacan las siguientes:

-Incorrecciones en el tiempo de inseminacion, la concentracién

espermdtica, el volumen y niimero de oocitos/gota, etc. (Xu y Greve, 1988).

-Fallos en la extrusién del primer o segundo corpisculo polar (Xu y
Greve, 1988).

-Influencia de los diversos componentes de los medios de maduracién

y fecundacién, sobre todo, del tipo de suero (Fukui y Ono, 1989).

-Ineficacia de la reaccién de zona tras el paso del primer
espermatozoide, debido a una incorrecta disposicién de los grdnulos

corticales durante la maduracién citopldsmica del oocito (Cran, 1989).

-Existencia ¢ no de células del climulo, en el momento del contacto

con los espermatozoides (Fukui, 1990).
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2.4.7.- APLICACIONES DE LAS TECNICAS DE FECUNDACION IN
VITRO.

Los estudios sobre fecundacién in vitro fueron desarrollados originariamente,
con objeto de dilucidar los mecanismos y procesos que intervenfan en la

fecundacién.

Desde hace algunos afios, €l empleo de las técnicas de FIV ha supuesto
alcanzar nuevos objetivos. Entre estas nuevas aplicaciones se pueden destacar las
siguientes; produccién de embriones a partir de ovarios obtenidos en el matadero
(Goto er al., 1988; Lu er al., 1988; Sirard er al., 1988); soluciones a ciertos tipos
de infertilidad (Iritani y Niwa, 1977; Brackett er al., 1982; Sirard er al., 1985);
inyeccion intranuclear de genes en un determinado estadio del desarrollo embrionario
(Sreenan, 1988); test para probar la capacidad fecundante de los toros (Graham y
Foote, 1984; First y Parrish, 1987) y como medio para investigar los procesos
fisiolégicos envueltos en las etapas del desarrollo embrionario temprano (Xu y
Greve, 1988; Sirard et al., 1989; Coskum et al., 1991).
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3.- FACTORES DE CRECIMIENTO

3.1.- INTRODUCCION.

Las gonadotropinas, como sefiales hormonales emitidas por el sistema
endocrino, regulan el fisiologismo de los folfculos ovdricos. Ademds, existen otros
mensajeros hormonales implicados también en estos procesos que no dependen del
sistema endocrino, sino del sistema paracrino (actuando a corta distancia del lugar
donde se producen, p. €. entre foliculos ovdricos) y del sistema autocrino
(gjerciendo su efecto en las mismas células que los producen). De cualquier manera,
estos tres sistemas de produccién hormonal actian sinérgicamente, en el control de

las funciones ovdricas.

La mayoria de los autores asignan a las gonadotropinas un papel fundamental
en el inicio y mantenimiento de la funcionalidad del foliculo ovdrico, comenzando
por el desarrollo de los foliculos y continuando con la seleccién, dominancia y
maduracién de los mismos, antes de la ovulacidn (Jones, 1980). Sin embargo,
Tonetta y DiZerega (1989) indican que las gonadotropinas y los esteroides
foliculares son necesarios, pero insuficientes por s{ mismos, para completar el ciclo
ovdrico. Por ello, sugieren que es imprescindible la presencia de otros factores
paracrinos y/o autocrinos intraovéricos, para el desarrollo correcto de estos procesos
(DiZerega et al., 1983; Cahill y Findlay, 1984; Hammond et al., 1985).

Entre todos esos factores intraovdricos destacan, por su importancia, los
llamados factores de crecimiento (FC), compuestos proteicos de bajo peso molecular
(<30.000) que actian localmente, en el ovario, como hormonas
paracrinas/autocrinas, Su accién se efectda mediante receptores localizados en las
membranas celulares y por un sistema de mensajeros celulares. Este sistema es muy
variado, incluyendo cambios en los niveles intracelulares del i6n calcio, AMPc,
fosfoinositol, etc. Por otro lado, sus acciones metabélicas incluyen cambios en el

transporte de aminodcidos, de la glucosa y en la sintesis de ARN y protefnas.
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Se han descubierto, hasta la fecha, mds de veinte factores implicados en
mecanismos fisiolégicos tan diferentes como la regulacién de la multiplicacién y
desarrollo de varios tipos celulares, de las funciones inmunitarias y de la
proliferacién y maduracién de células sanguineas de las series eritrocitica y

linfocitica.

Entre los factores de crecimiento que poseen acciones especfficas sobre la
proliferacién y diferenciacién de las células de la granulosa y tecales y que por lo
tanto, actiian en el folfculo ovirico se pueden citar los siguientes: factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF),
factor de transformacién del crecimiento (TGF) y factor de crecimiento fibroblastico

(FGF).

Estos FC se han aislado de liquido folicular porcino y vacuno (Hsu y
Hammond, 1987; Hammond et al., 1988; Echternkamp er al., 1990), de células
tecales e intersticiales ovdricas (Herndndez et al., 1988), de liquido folicular humano
(Westergaard y Andersen, 1989) etc. Ademds, se ha demostrado que existen
receptores para estos factores en células de la granulosa bovinas (Franchimont ez al.,

1986}, porcinas (Hsu ef al., 1987) y humanas (Tapanainen et al., 1987).

Por otro lado, desde hace, relativamente, poces afios se ha comprobado que
ciertos FC favorecen la maduracién in vitro de oocitos de rata y ratén (Aberdan y
Deckel, 1985; Deckel y Serizly, 1985; Downs, 1989; Pellicer er al., 1989), hecho
contrastado también en otros animales domésticos (Sanbuissho er al., 1990; Das er

al., 1991 y 1992; Illera ef al., 1992; Sommer ef al., 1992; Coskum er al., 1992).

Los argumentos anteriormente citados parecen demostrar que los FC y, en
especial, el EGF e IGF-1, juegan un papel importante en la regulacién de los
mecanismos ovdricos de diferenciacién y proliferacién celular en el periodo pre-
ovulatorio y que, ademds, intervienen en los procesos de reiniciacién meidtica del

oocito (Hill, 1989; Armstrong et al., 1991).



3.2.- FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF).

3.2.a.- Estructura. Es una proteina compuesta por una cadena de 53
aminodcidos, con un peso molecular de 6.041, descrita por primera vez por Cohen
(1962). Taylor et al. (1970) aislaron el EGF en la glindula submaxilar del ratén,
donde se encuentra unido a una proteina con un p.m. total de 29.000. El EGF
presenta una estructura globular compacta debido a tres puentes disulfuro que unen
su cadena polipéptidica (véase la Figura 2). Ademds, se caracteriza porque su cadena

peptidica no incluye cistefna, alanina ni fenil-alanina.

Figura 2. Estructura del EGF.

3.2.b.- Receptor. E! receptor del EGF, en la célula, es una glucoproteina
con un p.m. de 170.000, que presenta una zona de unidn intracelular y otra zona
extracelular. Los receptores de membrana del EGF tienen una actividad tirosina-
quinasa especifica y, por lo tanto, son capaces de fosforilar residuos de tirosina, bien
en el mismo receptor o en presencia de un determinado sustrato de naturaleza
todavia desconocida (Hunter, 1984). Downward er al. (1984) indican que todas las
actividades enzimdticas de autofosforilacién suceden en la zona citopldsmica del
receptor, que se diferencia de otros receptores por poseer dos regiones de cisteina
en la zona extracelular. Por otro lado, Ia unién del EGF con su receptor puede ser

degradada por enzimas lisosémicas intracelulares (Carpenter y Cohen, 1979).

En las células de la granulosa se han localizado receptores para el EGF
(Viodavsky er al., 1978; Jones er al., 1982; St. Arnaud et al., 1983) cuyo nimero

aumenta, en el momento del estro, debido al aumento de las concentraciones de
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gonadotropinas y esteroides ovéricos (Mondschein y Shomberg, 1981; St. Amaud
et al., 1983; Feng et al., 1987).

En el testiculo, también se han encontrado receptores EGF en las células de
Leydig y de Sertoli (Tsusutmi e al., 1986) mostrando una participacién en la
regulacidén de la espermatogénesis (Tsusutmi et al., 1986; Amador et al., 1992).

3.2.c.- Mecanismo de accién. Rozengurt (1986) seiiala que la unién del EGF
al receptor produce una sefial que, inmediatamente, es reconocida por el nicleo de
la célula. En este mecanismo de reconocimiento pueden intervenir fosfoproteinas,
inositolfosfato, diacil-glicerol, nucledtidos ciclicos o, incluso, iones mono o
divalentes. El EGF aumenta el nivel de calcio i6nico intracelular (Molenaar et al.,
1983) y estimula la fosforilaciéon proteica de ciertas subunidades del ribosoma

(Pelech et al., 1987).

3.2.d.- Acciones ovdricas y sobre 1a maduracién del oocito. El EGF inhibe
la formacién del AMPc en las células de Ja granulosa, al impedir la actuacién de la

enzima adenilato-ciclasa {Downs, 1989).

Concentraciones de EGF de 0,1 a 100 ng/ml paralizan la secreccién basal de
inhibina, en las células de la granulosa (Franchimont ef al., 1986; Bicksak et al.,
1986) y también se inhibe la capacidad aromatizante de la esteroidogénesis inducida
por la FSH (Hsueh er al., 1981; Franchimont er al., 1987). Por otro lado, Skinner
er al., (1987) demostraron que las células tecales ¢ intersticiales, del ovario de rata,
producen EGF, que participa en la regulacién de las funciones de las células de la

granulosa.

El EGF estimula, in vitro, 1a proliferacion de las células de la granulosa, en
varias especies, excepto en la rata. Ciertos niveles de FSH pueden suprimir esta
accidén mitogénica debido posiblemente a una saturacion del receptor (Gospodaroviz
y Bialecki, 1979).
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El EGF achia sobre la maduracién del oocito eliminando las causas que lo
mantienen en reposo meidtico, en el estadio de dictiato de la profase I (Vesfcula
Germinal). Las causas que mantienen Ja detencién meiética del oocito son varias;
entre ellas se indica que la presencia de las prolongaciones intercelulares, entre las
células del cimulo y el oocito, que atraviesan la zona peliicida de éste, provocan un
paso de AMPc desde el cimulo al interior del oocito (Hillsenjo er gl., 1978; Shultz
et al., 1983; Eppig er al., 1983) y estas altas concentraciones de AMPc dentro del
oocito mantienen detenida la meiosis (GV). Moor (1980) indicaron que la activacién
de la meiosis (hecho observable por la desaparicion de la Vesicula Germinal) se
inicia con una desconexién entre el oocito y las células del cimulo que le rodean.
Este suceso se ha observado en ratona (Eppig, 1982), rata (Deckel y Serizly, 1985),
oveja (Moor y Gandolfi, 1987), cerda (Motlik, 1989) y vaca (Hyttel er al., 1987).

El principal estimulador de la sintesis de AMPc es la FSH y, por lo tanto,
la accién del EGF, para favorecer la maduracién del oocito, podria efectuarse
interrumpiendo la accién de esta hormona sobre las células del ciimulo (Pellicer et
al., 1989). Por otro lado, €l aumento de los niveles de gonadotropinas en el ciclo
estral incrementa las concentraciones de EGF presentes en el liquido folicular,
causando un bloqueo de los receptores para la FSH, en las células del cimulo. Este
hecho, segin Downs er al. (1988), puede originar una modificacién en la actuacién
de la enzima adenilato ciclasa y, en consecuencia, una bajada de los niveles
intracelulares de AMPc en el oocito, ocasionando la activacién de la meiosis y la
maduracién del mismo. Downs (1989) seiiala que la accion especifica del EGF sobre
el oocito ain no estd bien definida, aunque se ha demostrado que la unién del EGF
con su receptor activa la protein-quinasa C (PKC), (James y Bradshaw, 1984;
Aberdam y Dekel, 1985) que fosforiliza una proteina desconocida. Este hecho activa

una serie de sefnales que son las desencadenantes de la maduracién del oocito.

Ademds de la PKC, en la transmision de las senales intracelulares tras la
unidn del EGF con su receptor, estdn implicados otros grupos enzimdticos como son
la caseina quinasa II (CK-II) y la protein-quinasa p34. La primera se estimula con

mnsulina o EGF (Sommercorn er gl., 1987) mientras que Ja segunda, al activarse,
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actia defosforilando un componente del factor promotor de Ia maduracién del oocito
(MPF) (Newport y Kirschner, 1984).

El EGF favorece la maduracién in vifro de oocitos de rata y ratona, incluso
cuando son cultivados con potentes inhibidores de la maduracién, como la
hipoxantina o el AMPc y sus andlogos (el dbc-AMP y 8-Br-AMPc) (Feng et al.,
1988; Downs et al., 1988; Vorobeva y Nikitin, 1991). El EGF también estimula la
maduracién in vitro de oocitos, de otras especies (Sanbuissho er al., 1990; Das et
al., 1992; Rath er al., 1992; Illera et al., 1992; Coskum er al., 1992)

Downs (1989) sefiala que €l EGF es el factor de crecimiento mds efectivo
para inducir la maduracién in vitro y provocar la expansion del ciimulo celular. Este
efecto, segiin Voroeba y Nikitin (1991), es andlogo al producido al administrar LH
o hCG.

Los estudios sobre la accién ejeicida por el EGF sobre los oocitos,
demuestran claramente que la accién de este factor de crecimiento no se gjerce
directamente, sino que se efectia siempre a través del cimulo celular (Downs,
1988), ya que con oocitos denudados no se observa una respuesta significativa de la
maduracién in vitro cuando se exponen al EGF (Dekel y Serizly, 1985; Sambuissho
et al, 1990; Coskum er al., 1992; Das et al., 1992).

3.3.- FACTOR DE CRECIMIENTO, SIMILAR A LA INSULINA (IGF).

3.3.a.- Estructura. Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs)
son polipéptidos de una sola cadena y de un p.m. de 7.500, con semejanzas
funcionales y estructurales a la insulina (Tonetta y DiZerega, 1989). Se han aislado
dos tipos de IGFs: el IGF-1 (con 70 aminodcidos) y el IGF-2 (con 67 aminodcidos).
Hay una similitud de un 45% en los aminodcidos que componen el IGF-1, el IGF-2
y la insulina y algunos autores han sugerido que tanto los IGFs como la insulina

proceden originariamente de un mismo gen.
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El IGF-1, también denominado Somatomedina C, es'un polipéptido bdsico,
con un p.m, de 7.649 (Rochestein, 1982), presenta una estructura espacial semejante
a la insulina (una cadena peptidica entrecruzada con tres puentes disulfuro), aunque
presenta regiones con resfduos aminoacfdicos diferentes (Fig. 2). La similitud con
la insulina hace que se produzcan reacciones cruzadas entre ambos (Blundell y
Humble, 1980) y también entre IGF-1 e IGF-2. El IGF-1 circulante en sangre se

encuentra unido a una protefna transportadora.
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Figura 3.- Estrhcmra globular de la insulina, proinsulina e IGF.

Hammond et al. (1985) detectaron que las células de la granulosa porcina
cultivadas in vitro secretaban IGF-1. Higado, rifién y pdncreas también sintetizan
IGF-1 y adem4s, Hammond et al. (1986) y Echerkamp e al. (1990) han detectado

la presencia del IGF-1 en el liquido folicular porcino y vacuno, respectivamente.

3.3.b.- Receptores. Este factor de crecimiento puede unirse al menos a dos
tipos distintos de receptores (King y Khan, 19895), incluyendo al propio receptor de
la insulina. Massagué y Czech (1982) han propuesto un tipo de receptor para el IGF-
1 que tiene una estructura similar al de la insulina (dos componentes o y 8, de pesos
moleculares 130.000 y 90.000, respectivamente, unidos por dos puentes disulfuro)
con un p.m. total mayor de 300.000, similar a la configuracién de las

inmunoglobulinas.

Al igual que con el EGF, la unién del IGF-1 con su receptor provoca
acciones de fosforilizacién (Sasaki er al., 1985). Czech (1982) comprobé que la
afinidad del receptor tenia el siguiente orden: IGF-1 > IGF-2 > insulina.
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Se han encontrado receptores para el IGF-1 en gran cantidad de tejidos y
tipos celulares: fibroblastos humanos, misculo de ratén, higado y pdncreas, etc.,
entre otros (D’Ercole y Underwood, 1981; Rosenfield y Dollar, 1982).

Balboni et al. (1987) y Adashi et al. (1988) demostraron la existencia de
receptores para el IGF-1 en las células de la granulosa y tecales del folfculo primario
oviérico y en la membrana citopldsmica del oocito. Letcher et al. (1989) también han
descrito la presencia de receptores IGF-1 en embriones porcinos de estadios

anteriores a la implantacién.

3.3.c.- Mecanismo de accién. Tras su unidn con el receptor en la membrana
celular, el IGF-1 genera reacciones bioquimicas de autofosforilacién o de
fosforilacién de proteinas en el citoplasma, gracias a la actuacién de una tirosina-
quinasa asociada al receptor. Estos efectos se producen sobre los residuos de tirosina
e inducen la formacién de un segundo mensajero, de naturaleza desconocida, que

dard lugar al efecto celular correspondiente.

En general, por este mecanismo, el IGF-1 interviene en la regulacion de
procesos necesarios para la sintesis de ADN en la célula (Yang y Pardee, 1986).
Zumstein y Stiles, (1987) sugieren que la intervencién del IGF-1 en los procesos de
transcripcion del ADN, se debe a la sintesis de proteinas citopldsmicas especificas
que son todavia desconocidas. Ademds, también participa aumentando el
metabolismo de oxidacién, a nivel mitocondrial, e incrementamdo la sintesis de

androgénos y estradiol, en las células de la granulosa (Herndndez er al., 1988).

3.3.d.- Acciones ovdricas y sobre la maduracidn del oocito. Las células de
la granulosa tienen la caracteristica de secretar y responder, a la vez, al IGF-1
(Baranao y Hammond, 1984a; Hammond er al., 1985). Zhang er al. (1987)
demostraron que el IGF-1 producfa efectos similares a los inducidos por 1a FSH, en
las células de la granulosa cultivadas in vitro, aunque seiialaban que no eran efectos
aditivos ni producidos por los mismos mecanismos celulares. Otros autores sefialan

que el IGF-1 se comporta en el ovario como un “"amplificador natural® de las
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acciones ejercidas por la FSH (Hsu y Hammond, 1987). Hammond et al. (1988)
indican que la produccién y accién del IGF-1 estd estimulada por la presencia de
hormonas gonadotropas y ovdricas. Por otro lado, la concentracién de IGF-1, en el

liquido folicular, aumenta con €l tamafio del foliculo (Driancourt, 1991).

Aunque el IGF-1 tiene un papel importante en los mecanismos de
diferenciacion de las células granulosas, su funcién, en la proliferacién celular, no
estd clara, ya que se ha demostrado un cierto efecto mitogénico para las c€lulas de
la granulosa en el cerdo y en 1z vaca, pero, al parecer, no en otras especies animales
(Baranao y Hammond, 1984s; Adashi er al., 1985).

Los efectos del IGF-1 estdn mediados por receptores especificos existentes
en las células de la granulosa (Baranao y Hammond, 1984; Adashi er al., 1988).
Entre otras acciones, el IGF-1 estimula la actividad de la adenilato ciclasa y la
induccién de la creacién de receptores para LH, en la célula granulosa (Adashi er
al., 1988); por otro lado, la accién favorecedora del IGF-1 sobre estas células se
pone de manifiesto al ser capaz de estimular la produccién de estradiol, a partir de
andrdégenos de origen tecal (Hemdndez ef al., 1988).

Por tanto, el IGF-1, secretado por las células de la granulosa, potencia los
efectos de la FSH en la aromatizacién y estimulacién de la sintesis de andr6genos
tecales. Ademds, la secreccion de IGF-1 ovdrica se estimula con niveles crecientes
de gonadotropinas (FSH y LH), pudiéndose asi ampliar las acciones de estas

hormonas a nivel local (Hsu y Hammond, 1987).

Las acciones del IGF-1, sobre la maduracién de oocitos de rana in vitro
(Xenopus laevis), demuestran que ¢l estfmulo que inicia la maduracién del oocito va
asociado a una reduccién del transporte de glucosa y de aminoécidos (Hainaut et al.,
1991.). Estos mismos autores sefialan que la maduracién del oocito comienza tras
el contacto del IGF-1 con un receptor, con actividad tirosina-quinasa, situado en la
membrana del oocito. Esta activacién provoca la defosforilacién de la proteina p34,
un componente del MPF (Hainault ef al., 1991s).
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El IGF-1 y el IGF-2 tienen un efecto positivo sobre Ia maduracién in vitro
de oocitos de rata (Feng et al., 1988), a concentraciones de 50 ng/ml. Estos mismos
autores indican que, por el contrario, la insulina no produce accién alguna en este
sentido. Downs (1989) también describe una leve accién positiva del IGF-1 sobre

oocitos de ratén utilizando concentraciones entre 0,1 y 100 ng/mi.

Otros autores sefialan que la adicién de IGF-1 junto a gonadotropinas en el
medio de maduracién de oocitos bovinos, favorece la maduracién in vitro y el

posterior desarrollo embrionario (Herlerr ef al., 1992; Harper y Brackett, 1992).

3.4.- FACTOR DE TRANSFORMACION DEL CRECIMIENTO (TGF).

Se han descrito dos tipos de TGF, « y B, distintos en sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas. El tipo o es una cadena simple de 50 aminoicidos. El tipo
B es un compuesto proteico con dos cadenas idénticas de 112 aminodcidos y un p.m.

de 25.000 (Adashi y Resnik, 1986).

Existe una gran semejanza estructural y funcional del TGF-a con el EGF;
tanto es asi, que incluso se une a los mismos receptores del EGF (Massagué, 1983;
Brucker et al., 1991). El TGF-a se produce en las células tecales ovdricas y regula

procesos ovdricos con acciones mitogénicas similares al EGF.

Por el contrario, el TGF-B se comporta como un inhibidor muy potente de
la proliferacidn celular in vitro (Mercola y Stiles, [988). Se ha aislado en el foliculo
piHloso, en mioblastos e incluso en células del sistema inmunitario, como los
monocitos y los lifocitos T (Laiho ef al., 1986). En las células que derivan del
mesodermo embrionario puede actuar de dos formas: aumentando o inhibiendo las
acciones de otros FC en la replicacion celular. Ademds, Adashi y Resnik (1986)
demostraron que ambos TGFs «/8 tienen efectos antagénicos en ciertas funciones

ovdricas, como la capacidad aromatizante de las células de la granulosa.
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El mecanismo de actuacién del TGF-B se ejecuta por una vfa, no bien
conocida todavia, distinta a Ia de la activacién de una protein-quinasa que es la

comtn en el resto de los factores de crecimiento, descritos anteriormente.

Ambos tipos de TGF han demostrado su capacidad para inducir la
maduracién de oocitos in vitro. El TGF-a emplea el mismo mecanismo que el EGF
en la maduracién de oocitos de ratén in vitro, ya que puede actuar mediante su unién
al receptor del EGF. Al igual que el EGF, la acci6n sobre la maduracién del TGF-a
se ejerce sdlo sobre oocitos con células del cimulo y no sobre oocitos denudados
(Brucker et al., 1991]).

Feng et al. (1988) indican un efecto claramente positivo de! TGF-8 sobre 1a
maduracion in vitro de oocitos de rata, ejerciendo su accién a través del cimulo.
Estos mismos autores sefialan que la adicién de TGF-8 y EGF estimula la
maduracién de los oocitos siempre que el TGF-8 se encuentre en pequefas
cantidades, ya que, de lo contrario, a concentraciones mayores a 100 nM, suprime
el efecto del EGF.

Sin embargo, Downs (1989) seiala que el TGF-8 no tiene una accién

favorecedora sobre la maduracién in vitro.

3.5.- FACTOR DE CRECIMIENTO PLAQUETARIO (FDGF).

Estructuralmente es una glucoproteina bdsica, con dos variedades bioldgicas
equipotentes de 31.000 y 28.000 de p.m. respectivamente, que se identificaron por
primera vez en los granulos o de las plaquetas sanguineas (Devel y Huang, 1984).
Ambos tipos se componen de dos cadenas glucoproteicas, a y 8, unidas por puentes

disulfuro.

El receptor es una glucoproteina con actividad protein-kinasa. El PDGF

incrementa la glucolisis celular y estimula la sintesis de ciertas prostaglandinas y
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reorganiza los filamentos de actina en la mitosis, activa la profiferacién celular de
los tipos celulares que derivan embrioldgicamente del mesodermo, como los
fibroblastos, células gliales y células de la granulosa (Devel y Huang, 1984).
Rappolee et al. (1988) y Mercola y Stiles (1988) han detectado la presencia de

receptores de membrana para el PDGF en los oocitos de ratén y de rana.

Este FC no presenta un efecto positivo sobre la maduracién in vitro de
oocitos en el ratén cuando se utiliza a una concentracién de 100 ng/ml (Downs,
1989).

3.6.- FACTOR FIBROBLASTICO DE CRECIMIENTO (FGF).

Es una protefna con un p.m. de 16.000, aislada por primera vez de la
hipdfisis bovina (Gospodaroviz, 1975). Se comporta como un mitégeno muy potente
para las células de tejidos derivados del mesénquima ¢ del neuroectodermo
embrionarios, como son los condrocitos, fibroblastos, mioblastos, células gliales,

células de la corteza adrenal y células de la granulosa (Gospodaroviz ef al., 1978).

Kimelmann y Kirchner (1987) indican que el ARN-m que codifica parte del
FGF ya se encuentra en estadios embrionarios tempranos. En el adulto, el FGF estd
distrtbuido en muchos drganos como las glindulas adrenales, el ovario, el higado y

la hipdfisis.
Tonetta y DiZerega (1989) seftalan que el FGF estd implicado en los
mecanismos de proliferacién de las células de la granulosa y en la vascularizacién

de la teca, durante el desarrollo folicular.

Downs (1989) senala que concentraciones de 10 ng/ml de FGF favorecen

ligeramente la maduracién in vitro de los oocitos de ratén.
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3.7.- FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO (NGF).

Fué aislado por primera vez de la gldndula submaxilar del ratén y del veneno
de ciertas serpientes, presentan un p.m. de 26.500 y de 13.000, respectivamente
(Calissano er al., 1984). Presenta receptores de alta y baja afinidad en la membrana

celular y también en la membrana nuclear (Yankner y Shooter, 1979).

El sistema de incorporacién al interior de la célula, del complejo NGF-
receptor, se basa en la formacién de una vesfcula en el citoplasma, que engloba al
complejo, tras su paso a través de la membrana celular. Posteriormente, se degrada,
por la accién de enzimas lisosémicas, dejando libre el NGF para unirse a un
receptor intracelular desconocido. De esta manera, se ejerce la accién directamente
sobre el nicleo, aunque por mecanismos atin no aclarados (Norman y Litwack,
1984).

El NGF actiia preferentemente a nivel nervioso, mediante cambios en la
permeabilidad de la membrana celular, en la sintesis de ARN-m y proteinas, en la

proliferacién y extensién de los procesos neuriticos etc. (Horii y Varon, 1977).
Sobre la maduracién in vitro de los oocitos, no ha producido, hasta el

momento, efectos positivos en la rafa (Dekel y Serizly, 1985), ni en el ratén
{Downs, 1989).
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MATERIAL Y METODOS.

1. MADURACION IN VITRO.

1.1.- MATERIAL.

1.1.1.- EQUIPO.

El equipo empleado en la maduracion in vitro es el siguiente:

Autoclave Cabina de flujo laminar
Balanza de precisién Frigorifico-congelador
pH-metro y osmémetro Estéreomicroscopio
Baiio termostético Incubadora de CO,
Placa calorifica Microscopio

Material de laboratorio

Todos los materiales empleados se esterilizan mediante autoclave (Autester-G,

Selecta), a 120°C y I atmésfera de presién, durante 30 minutos.

Los ingredientes que componen los medios de cultivo se pesan en una balanza
de precisién (Mettler H 72). Para preparar los medios y para el lavado del material

se emplea agua bidestilada y desionizada (WaterPro, Labconco).

El ajuste del pH de los medios se realiza con un pH-metro (Crison 505). La
osmolaridad de los distintos medios de cultivo se determina mediante osmdémetro

(Advanced Wide-Ranged, 3W2).
Los sueros sanguineos utilizados en los medios de cultivo {Suero Fetal
Bovino, SFB y Suero de Vaca en Estro, SVE} son inactivados por calor al baiio

marfa (Memmertz), a 56°C, durante media hora. Este procedimiento tiene por objeto
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desactivar ciertas proteinas del complemento que tienen efectos negativos en los

sistemas de cultivo in vitro.,

Las manipulaciones que exigen condiciones de esterilidad, como la
preparacién y filtrado de los medios, alfcuotas de sueros y de factores de
crecimiento, entre otras, se efectiian en cabina de flujo laminar (Captair, Gruma)

provista de luz ultravioleta.

El almacenamiento y conservacion de los medios de cultivo, factores de
crecimiento, sueros etc., se realiza en una cdmara frigorifica a 0-4°C, y en un

congelador que mantiene la temperatura a -24°C.

La localizacién, seleccidn y fijacién de los oocitos, asi como su paso a través
de las distintas placas de lavado, se llevan a cabo empleando un estéreomicroscopio
(Wild M3C}), con oculares de 10 aumentos (10x de magnificacién para localizar y

lavar los oocitos y 25x para su seleccién).

Durante el tiempo necesario para la localizacién, lavado y seleccién de los
00citos, éstos se mantienen sobre una placa calorifica (Mini Tiib) a 39°C, con el fin

de evitar los cambios bruscos de temperatura.

El cultivo in vitro de los oocitos se realiza en la incubadora de CO, (Heraeus)
que proporciona, de manera constante, un ambiente de 39°C, 5% de CQ, y 100%

de humedad en el aire.

Para determinar las configuraciones cromosémicas de los oocitos, tras su
fijacién y tincién, se utiliza un microscopio con contraste de fases (Leitz Laborlux)
a 120, 200 y 400 aumentos.

La conservacidn de los medios de cultivo y sueros se realiza en botes y tubos
de cristal (Pyrex), esterilizados previamente en autoclave, en las condiciones

anteriormente mencionadas.
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El transporte de los ovarios desde el matadero hasta el laboratorio se efectia
en un termo (Valira) de 2,5 1 de capacidad, para mantener la temperatura adecuada
y para su diseccion y limpieza se emplean tijeras Pean rectas, previamente

esterilizadas en el autoclave.

El material de laboratorio utilizado: probetas, matraces de 40, 50 y 100 ml,
pipetas de cristal de 1, 2, 5 y 10 ml etc., es el suministrado por las firmas

comerciales mds comunes.

Los medios de cultivo se esterilizan mediante filtros de membrana estériles
(Millex-GS, Millipore), con didmetros de poro de 0,8y, 0,4u y de 0,2u conectados
a jeringas pldsticas también estériles (Bencton-Dickinson). El! filtro utilizado para el
aceite de silicona (Serva) que cubre las microgotas de medio de cultivo, tiene un

didmetro de poro de 0,4u.

La puncién y aspiracién de los foliculos ovéricos se lleva a cabo utilizando
jeringas estériles pldsticas, desechables, de 10 m] (Bencton-Dickinson), conectadas
a agujas (Bencton-Dickinson) de 18 Gauge (1,2 x 40 mm). La sedimentacién de los
oocitos se realiza en tubos cénicos de centrifuga estériles de 15 ml (Nunc). La
aspiracién del sedimento se efectia mediante una pipeta Pasteur de 5 ml (Brand)
conectada a una goma de aspiracion. Para recoger el liquido folicular, después de
aspirado, asi como para el lavado y el cultivo de los oocitos, se utilizan placas Petri
estériles de poliestireno, de 35 y 90 mm de didmetro (Nunc). Los oocitos se
manipulan siempre utilizando micropipetas desechables de 20 pul, previamente
esterilizadas (Brand). Ademads, con dichas micropipetas, se fabrican capilares de un
didmetro ligeramente mayor al de los oocitos con la ayuda de un mechero de

alcohol, a fin de denudarlos de las células del cimulo antes de su fijacién.

Para la fijacién y tincién de los oocitos se utilizan portaobjetos de cristal de

26 x 76 mm y cubreobjetos de 18 x 18 mm (Menzel-Glaser).
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1.1.2.- MEDIOS DE CULTIVO Y COMPOSICION.
En la maduracién in vitro de oocitos se emplean los medios siguientes:

1- Medio de transporte.

El medio utilizado para el transporte de los ovarios, desde el matadero hasta
el laboratorio (Tabla 1), es una solucién fosfato-salina tamponada (PBS, Serva),
suplementada con un 2 % de SFB y antibidticos (100 Ul/ml de penicilina y 10
mg/ml de estreptomicina, CEPA), a una temperatura de 35-38°C.

TABLA 1. Composicién del medio de transporte.

NaCl 8,000
KCl 0,200
Na,HPO, 1,150
KH,PO, 0,200
CaCl, (Anhidr) 0,100
MgCl,+6H,0 0,100

SFB 2%
Penicilina 100 Ul/m!
Estreptornicina 10 mg/m!

2- Medio de lavado (M-199 L).

Para el lavado de los oocitos se emplea, come medio base, el M-199 con
sales de Earle (Sigma), (Tabla 2); se le afiade 1-Glutamina (20 mM, Gibco),
antibiéticos (100 UI/mi de penicilina y 10 mg/ml de estreptomicina), 2% de SFB y
sales de Hepes (25 mM, Sigma).

3- Medio de maduracién (M-199).
Tiene la misma composicién que el antertor, aunque se diferencia por estar
tamponado con bicarbonato sédico y suplementado con un 10% de suero (SFB o

SVE) y con factores de crecimiento, segiin los distintos tratamientos experimentales.

Los tres medios se ajustan a pH 7,4 y a una osmolaridad de 295 + 5 mOs/L.
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Tanto los sueros, como los factores de crecimiento, se incorporan a los medios el

mismo dia del cultivo in vitro. Los medios se equilibran, antes de su utilizacién,

durante dos horas como minimo en la incubadora de CQO,.

TABLA 2. COMPOSICION del M-199* (g/L}.

Sales minerales

Cloruro de calcio
Nitrato férrico

Sulfato magnésico
Cloruro de potasio
Acetato sddico (anhidr)
Cloruro sédico

Fosfato Na (monobdsico)

Aminodcidos

DL-Alanina
L-Arginina
DL-Acido aspdrtico
L-Cisteina
L-Cistina

DL-Acido Glutdmico
Glicina

L-Histidina
Hidroxi-L-Prolina
DL-Isoleucina
DL-Leucina
L-Lisina
DL-Metionina
DL-Fenilalanipa
L-Prolina
DL-Serina
DL-Treonina
DL-Tript&fano
L-Tirosina
DL-Valina

Vitaminas

Acido ascdrbico
D-Biotina

0,265
0,0007
0,0976
0,400
0,050
6,800
0,122

0,050
0,070
0,060
0,00011
0,026
0,1336
0,050
0,02188
0,010
0,040
0,120
0,070
0,030
0,050
0,040
0,050
0,060
0,020
0,05766
0,050

0,0000566

0,00001

Calciferol
Clorhidrato de colina
Acido félico
Menadiona
Mio-Inositol
Niacinamida

Acido nicotinico

Ac. para-aminobenzoico
D-Acido pantoténico
Piridoxal

Piridoxina

Acetato de retinol
Riboflavina

Fosfate de tocoferol
Tiamina

Otros

Sulfato de adenina
Trifosfato de adenina
Acido adenilico
Colesterol
Desoxirribosa
Glucosa

Glutation (reducido)
Guanina

Hipoxantina

Tween 80

Ribosa

Timina

Uracilo

Xantina

0,0001
0,0005
0,00001
0,0001
0,00005
0,000025
0,000025
0,00005
0,00001
0,000025
0,000025
0,00014
0,00001
0,00001
0,00001

0,010
0,001
0,0002385
0,0002
0,0005
1,600
0,00005
0,0003
0,0003
0,020
0,0005
0,0003
0,0003
0,000344

*Morgan et al., 1950,
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1.1.3.- PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

En la preparacién de todos los medios se utiliza agua bidestilada y
desionizada. El pH se ajusta a 7,4, la osmolaridad a 295 + 5 mOs/L y se esteriliza
mediante el paso a través de un filtro de membrana, con un didmetro de poro de

0,22 u, en campana de flujo laminar.

Posteriomente, se almacenan en frascos de cristal estériles de 10 ml, a 4°C

hasta el momento de su utilizacién.

Los dos tipos de sueros que se empiean son el SVE y el SFB. El primero se
obtuvo de vacas, 7 horas después del inicio de los signos psicosomdticos del estro
(Kruip, 1988). La sangre, tras su extraccién, se dejé reposar en tubos estériles
durante 48 horas a 4°C, manteniendo un dngulo de 45°, con el fin de obtener el
suero. El SFB lo suministran firmas comerciales ya preparado (Cultek). Ambos tipos

de suero se inactivan al bafio maria a 56°C, durante 30 minutos.

Seguidamente, se esterilizan de la misma manera que los medios y se

alicuotan y almacenan a -24°C en tubos de cristal, estériles, hasta el dia de su uso.

Los factores del crecimiento utilizados, EGF (0,1 mg, Sigma Chemical Co.)
¢ IGF-1{10 pug, Boehringer Mannhein), se solubilizan con 5 ml de M-199, sin suero,
se diluyen y alicuotan en tubos plasticos estériles (Eppendorf).

Para el EGF, cada tubo contiene 50 ng en un volumen final de 10 ul y para
el IGF-1, 100 ng en 25 pl. Las alicuotas se congelan posteriormente a -24°C hasta
el momento de su uso. El producto congelado tiene una validez mdxima de tres

MEsSCes.
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1.2.- METODOS.

1.2.1.- OBTENCION DE LOS OVARIOS,

Los ovarios se obtuvieron de novillas sacrificadas en el matadero (GYPISA,
Pozuelo de Alarcén, Madrid) y fueron recogidos rdpidamente tras la exanguinacién
de los animales. Se transportaron al laboratorio en un termo con PBS a 35-38°C y

siempre dentro de las dos horas siguientes a la obtencién de los mismos.

Una vez en el laboratorio se Javan tres veces con PBS, para eliminar sangre
y adherencias. Para mantener la temperatura de los ovarios, durante su procesado,
se colocan en un vaso de precipitado (con 500 ml de PBS) en el bafio termostético
a 38°C.

1.2.2. OBTENCION DE LOS OOCITOS.

Se aspira el contenido de los foliculos cuyo didmetro esté comprendido entre
2 y 8 mm, utilizando agujas hipodérmicas de 18 G, conectadas a jeringuillas
plédsticas de 10 ml. El liquido folicular se deposita en tubos cénicos de centrifuga,
dejdndolos en reposo durante 30 minutos en la incubadora de CO2 (a 39°C, 5% de
C02 y 100% de humedad en el aire), con el fin de favorecer la precipitacién del
sedimento que estd compuesto de oocitos, células foliculares, células de descamacidn

efc.

Transcurrido este tiempo, el sedimento se aspira con una pipeta Pasteur y es
depositado en una placa Petri de 9 cm de didmetro, junto con una proporcién igual
de medio de lavado (M-199L).

Los oocitos se localizan y recogen utilizando una lupa estereoscdpica a 25x,
mediante micropipeta de 20 ul conectada a una goma de aspiracién. Los oocitos

aislados de esta manera, del liquido folicular, se introducen en la primera placa de
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lavado (L1) y, seguidamente, se cambian de una placa de lavado a otra (L1-L2-L3-
L4 y LS); cada una de las placas de lavado tiene 2 ml de medio. Este procedimiento
tiene por objeto eliminar las impurezas que llevan adheridas los oocitos antes de

seleccionarlos y colocarlos en el medio de maduracién.

El paso de los oocitos por las distintas placas de lavado se debe realizar
rdpidamente, ya que los gametos femeninos son extremadamente sensibles a los

cambios de temperatura y pH.

1.2.2.a.- Seleccién de los oocitos.

La seleccidn de los oocitos se establece en funcién de los siguientes criterios:

Todos los oocitos considerados aptos para la maduracién in
vitro deben poseer un citoplasma con un granulado fino y uniforme.
El ooplasma debe llenar completamente el espacio delimitado por la

zona pelicida.

Aquellos oocitos que presentan un acusado espacio
perivitelino, el citoplasma retraido, abundante vacuolizacién o la zona
pelicida rota, no son considerados aptos para el estudio y se

eliminan.

Las células del cimule que rodean el oocito deben presentarse
en capas célulares uniformes y compactas, no deben estar ni
expandidas ni dispersas. Tampoco pueden presentar aglutinaciones

celulares y deben permitir la distincién del oocito y la zona peliicida.
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1.2.2.b.- Clasificacién de los oocitos.

Una vez seleccionados, y antes de iniciar el periodo de cultivo, los oocitos
se clasifican en tres categorias, segiin la morfologia del ciimulo de células que lo

rodean:

Oocitos tipo A. Presentan un cimulo
con més de 6 capas
de células.

Qocitos tipo B, Estan rodeados tan
sélo por 4-6 capas

celulares.

Oocitos tipo C. Se encuentran denudados
o parcialmente denudados

de células del cimulo.

La maduracién de cada tipo de oocitos siempre se realiza de manera

independiente de los otros tipos.

1.2.3.- CONDICIONES DEL CULTIVO DE MADURACION.

Los oocitos se cultivan en placas Petri estériles, de 9 cm de didmetro. El

medio de maduracién se dispone en las placas en forma de microgotas (50 ul); estas
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1.2.3.- CONDICIONES DEL CULTIVO DE MADURACION.

Los oocitos se cultivan en placas Petri estériles, de 9 cm de didmetro. El
medio de maduracién se dispone en las placas en forma de microgotas (50 ul); estas
se forman utilizando una jeringa estéril de 2 ml, conectada a una aguja hipodérmica,
también estéril, de 23 G.

Posteriormente, las microgotas se cubren totalmente con aceite de silicona y
se colocan, durante un minimo de dos horas, en la incubadora de CO, antes de
iniciar el periodo de maduracién in vitro. Este procedimiento tiene como fin
equilibrar el medio de cultivo con las condiciones ambientales en la incubadora. En

cada microgota se colocan 5 oocitos del mismo tipo morfoldgico.

La maduracién in vitro se lleva a cabo en la incubadora de CQO,, con una
temperatura de 39°C, 5% de CO, y 100% de humedad en el aire, durante un
periodo de 24 horas,

1.2.4.- EXPERIENCIAS DE MADURACION IN VITRO.

Experimento 1. Efecto de los sueros y de los factores de crecimiento
sobre la expansién de las células del cumulo en la maduracidn in vitro de

los oocitos.

Para evaluar el efecto de los factores de crecimiento y los sueros sobre la
expansion del ciimulo celular durante la maduracion de los oocitos in vitro, hay que
tener en cuenta la expansién del cimulo celular que rodea los oocitos. En este
experimento solamente se utilizan oocitos del tipo A (con un cimulo celular de més

de 6 capas de células).

La maduracién nuclear de los oocitos se determina tras su fijacién y tincién.

En ambos casos, expansién y maduracidn, la experiencia se lleva a cabo alas 24 h
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de iniciar el cultivo de maduracién in vitro.

Los oocitos se cultivaron para la maduracién in vitro en los siguientes

medios, constituyendo en total 12 tratamientos:

GRUPO 1. M-199 sin suplementacién con suero.

Tratamiento 1: M-199.

Tratamiento 2: M-199 + EGF (50 ng/ml).

Tratamiento 3: M-199 + IGF-1 (100 ng/ml).

Tratamiento 4: M-199 + EGF (50 ng/ml) + IGF-1 (100 ng/mi).

GRUPO II. M-199 suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino.

Tratamiento 5: M-199 + 10% S.F.B..

Tratamiento 6: M-199 + 10% S.F.B. + EGF (50 ng/ml).

Tratamiento 7: M-199 + 10% S.F.B. + IGF-1 (100 ng/ml).

Tratamiente 8: M-199 + 10% S.F.B. + EGF (50 ng/ml) + IGF-1 (100 ng/mi).

GRUPOQ III. M-199 suplementado con 10% de Suero de Vaca en Estro.

Tratamiento 9: M-199 + 10% S.V.E..

Tratamiento 10: M-199 + 10% S.V.E. + EGF (50 ng/ml}.

Tratamiento 11: M-199 + 10% S.V.E. + IGF-1 (100 ng/ml).

Tratamiento 12: M-199 + 10% S.V.E. 4+ EGF (50 ng/ml) + IGF-1 (100 ng/ml).

En este experimento se utilizaron un total de 1.096 oocitos.

Experimento 2. Efecto de los tipos de suero y de los factores de

crecimiento en la maduracién in vitro.

Para determinar la influencia de dos sueros distintos, sobre la maduracién in
vitro, el medio de cultivo se suplementd con Suero Fetal Bovino (SFB) o con Suero
de Vaca en Estro (SVE). De esta manera, se definen tres grupos de medios de

cultivo: Grupo I, sin suero y tomado como grupo control; Grupo II, con SFB y
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Grupo III con SVE.

La concentracidén de ambos sueros en el medio de maduracién es del 10% v/v
y siempre se afladen el mismo dia del cultivo in vitro, cuando se prepara el medio

de maduracién.

A los medios anteriores se afiadieron factores de crecimiento para estudiar
la accién de éstos sobre la maduracién in vitro de los oocitos. Estos FC, (EGF e
IGF-1) se afiadieron a los tres grupos de medios de maduracién, definidos en el
punto anterior. De esta manera, en cada grupo de medios de cultivo quedan
definidos 5 tratamientos de maduracién distintos, como se observa en la siguiente

tabla:
GRUPO 1. M-199 sin suplementacién con suero.

Tratamiento 1: M-199.

Tratamiento 2: M-199 + EGF (20 ag/mi).

Tratamiento 3: M-199 + EGF (50 ng/ml).

Tratamiento 4: M-199 + IGF-1 {100 ng/ml).

Tratamiento 5: M-199 + EGF (50 ng/ml) + IGF-1 (100 ng/ml).

GRUPQ II. M-199 suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino.

Tratamiento 6: M-199 + 10% S_.F.B..

Tratamiento 7: M-199 + 10% S.F.B. + EGF (20 ng/ml).

Tratamiento 8: M-199 + 10% S.F.B. + EGF (50 ng/ml).

Tratamiento 9: M-199 + 10% S.F.B. + IGF-1 (100 ng/ml).

Tratamiento 10: M-199 + 10% S.F.B. + EGF (50 ng/ml) + IGF-1 (100 ng/ml).

GRUPO III. M-199 suplementado con 10% de Suero de Vaca en Estro.

Tratamiento {1: M-199 + 10% S.V.E..

Tratamiento 12: M-199 + 10% S.V.E. + EGF (20 ng/ml).

Tratamiento 13: M-199 + 10% S.V.E. + EGF (50 ng/ml).

Tratamieato 14: M-199 + 10% S.V.E. + IGF-1 (100 ng/ml).

Tratamiento 15: M-199 + 10% S.V.E. + EGF (50 ng/m}) + IGF-1 (100 ng/ml).
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En este experimento se utilizaron los tres tipos morfolégicos de oocitos (tipos

A, B y C) segin la clasificacién descrita anteriormente (punto 1.2.2.b).

De este modo, se evaluaron un total de 4.974 oocitos, 1.515 oocitos en el

grupo control (sin suero), 1.678 oocitos con SFB y 1.781 con SVE.

Experimento 3. Efecto de las células del cumulo en la maduracién in vitro

del oocito.

Para determinar la influencia de Ias c€lulas del cimulo en fa maduracién in
vitro, se cultivaron los ococitos en los medios de maduracion, segiin el nimero de
capas del ciimulo que presentan (tipos A, B y C, punto 1.2.2.b). El cultivo se
realizé de manera independiente en los tres grupos, utilizando para ello el sistema

de microgotas.

Con el fin de estudiar ademds las acciones de los sueros y los FC, se
emplearon, en la maduracién de cada grupo, los 15 medios descritos en el

experimento anterior,

Se evaluaron un total de 1.794 oocitos del tipo A, 1.573 del tipo B y 1.607
del tipo C,
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2. FECUNDACION IN VITRO.

2.1.- MATERIAL.

2.1.1.- EQUIPO.

El equipo empleado para la fecundacidn in vitro es el mismo que se utiliza

para la maduracién in vitro, salvo el siguiente:

Para conservar y manejar las pajuelas de semen congelado se dispuso de un

tanque de nitrégeno liquido (Taylor-Warton 2C2).

Las centrifugaciones para el lavado del semen se efectuaron en una centrifuga

(Heraeus) con temperatura controlada.

Para realizar diluciones y afiadir volimenes a las gotas de fecundacién se
utilizaron pipetas automdticas (Eppendorf). Las puntas de dichas pipetas se
esterilizaron en autoclave en las condiciones indicadas en el punto 1.1.1.

El recuento del nimero de espermatozoides se efectud en un hematocitémetro
de Biirker (Brand).

2.1.2.- MEDIOS DE CULTIVO Y COMPOSICION.

Para la fecundacion in vitro de oocitos, se emplearon tres medios (Tabla 3)

que son modificaciones del medio Tyrode (TALP, descrito por Bavister y
Yanagimachi, 1977).
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1. Medio de lavado y capacitacién de espermatozoides (Sperm-T1).

Este medio se ajusta a pH 7,6 (ajustado con 7,5% v/v de bicarbonato sédico,
Younis ef al., 1989) y una osmolaridad de 295 + 5 mOs/L. Para la capacitacién de
los espermatozoides se emple6 el mismo medio, pero suplementado con 100 ug/ml

de heparina sédica (Sigma).

2. Medio de lavado de oocitos (L-TT).

Después del periodo de maduracién, los oocitos se lavaron tres veces con este
medio que tiene un pH de 7,4 y 265 £+ 5 mOs/L. ~

3. Medio de fecundacién (Fec-T1).

El medio donde se produce la fecundaci6n tiene un pH de 7,4 y 295 + 5
mOs/L de osmolaridad.

TABLA 3.- FORMULACION BASICA DE LOS MEDIOS UTILIZADOS EN LA FECUNDACION

IN VITRO.
Lavado y Lavado
Ingrediente Unidades Capacitacién oocitos Fecundacién
NaCI’ mM 114,0 114,0 114,0
Kcr mM 3,2 3,2 3,2
NaHCO," mM 25,0 2,0 25,0
Na,HP0,.2HO," mM 0,4 0,4 0,4
Lactato Sédico*” mM 10,0 10,0 10,0
CaCl; mM 2,0 2,0 2,0
MgCl,.6H,0” mM 0,5 0,5 0.5
Rojo fenol™ pg/ml 10,0
HEPES™ mM 5,0 10,0 10,0
Piruvato Sddico” mM 1,0 0,5 0,5
Gentamicina™ g/ml] 0,02 0,02 -
BSA (Abimina sérica
Bovina Frace. V)™ mg/ml 6,0 3,0 8,0°

* Sal sodica al 60%

® Preparsda d¢ la fraccion V), libre de dcidos grasos,
" (Merck).

” (Sigma),
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Solucjones stocks.

Piruvato sédico (25 mM) 50 mg/ml en sol. salina.
Gentamicina 50 rag/ml en sol. salina
Heparina sédica® 5 mg/ml en sol. salina

“ (Solucién salina: 0,9 g NaCl/ml en agua destilada p/v).
® (Solamente en ¢l medio de capacitacidn).

Inmediatamente antes de la utilizacion de los medios se afiadieron, cuatro de
sus componentes (sales de HEPES, piruvato sédico, albimina sérica bovina y
gentamicina). Excepto en el caso del Sperm-T1, los medios se equilibraron durante

dos horas, en la incubadora de CO, a 39°C.

2.1.3.- PREPARACION DE LOS MEDIOS

La preparacién, esterilizacién y conservacién de los medios se efectud de la
manera indicada en el punto 1.1.3. Las condiciones de pH y de osmolaridad son
distintas dependiendo del medio empleado y anteriormente s¢ han descrito para cada

medio.

2.2.- METODOS

2.2.1.- OBTENCION DEL SEMEN.

Como fuente de espermatozoides para la FIV se utilizé semen congelado
procedente de toros de raza Frisona, preparado y conservado en pajuelas
(CENSYRA; Colmenar Viejo, Madrid).

El semen se obtuvo mediante recogida en vagina artificial, se contrastd
(motilidad > 80%, <15% morfoanomalias, <20% de acrosomas dafiados) y se
diluyé6 a dosis de 32 x 10° espermatozoides/pajuela, que se congelaron

posteriormente; para ello se utilizé un diluyente comercial (Triladyl).
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Como comprobacién, se descongelaron (39°C durante 20 segundos) y
contrastaron algunas pajuelas de las destinadas a utilizar para la FIV, utilizando el
Hamilton Motility Analizer-2000 (Censyra, Colmenar Viejo, Madrid) que
proporciond los siguientes datos:

CONCENTRACION ESPERM. 3,2x1¢ /ml
MOTILIDAL PROGRESIVA 42,2%
MOTILIDAD TOTAL 67,5%
VELOCIDAD RAPIDA 10,0%
VELOCIDAD MEDIA 29,0%
VELOCIDAD LENTA 5.0%
VELOCIDAD PROG. MEDIA 46,1 micras/scg
MEDIA DE MOY. RECTILINEO 91,2%
ELONGACION MEDIA 0,57 micras
FREC. MOV. FLAGELAR 9,9 Hz

El transporte de las pajuelas hasta el laboratorio y su almacenamiento y

conservacion hasta el dia de su uso, se realizé en un tanque de nitrégeno liquido.

2.2,2.- PREPARACION DE LOS ESPERMATOZOIDES PARA LA FIV.

En el transcurso de preparacién de ios espermatozoides se deben evitar, en
todo lo posible, los cambios bruscos de temperatura que son muy perjudiciales para
los espermatozoides ya desde el momento de su descongelacién. Por lo tanto, todo
el material que vaya a estar en contacto con los espermatozoides debe encontrarse

siempre a temperatura adecuada para evitar pérdidas de espermatozoides.

En la preparacién de los espermatozoides para la FIV, a partir de semen
congelado, se siguié la metodologia descrita por Parrish ef al. (1986), con algunas

modificaciones. El proceso empleado consta de los siguientes pasos:
1. Descongelado del semen. Las pajuelas de semen se descongelan (39°C

durante 20 segundos al bafio marfa), se cortan sus extremos y €l semen se introduce

en un tubo estéril de cristal que se mantiene en el bafio termostitico a 39°C. Se
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toma una muestra y se comprueba la motilidad de los espermatozoides, en el

microscopio, que no debe ser menor del 60-70%.

I1. Separacion de la fraccibn mévil ("Swim up”). Se deposita 1 ml de
sperm-TI en seis tubos estériles de cristal (12 x 75 mm) previamente mantenidos a
39°C. Se introducen 0,25 mi de semen bajo el sperm-Tl en cada tubo, utilizando
para ¢llo una pipeta estéril. Seguidamente, los tubos se llevan cuidadosamente a la
incubadora de CO, donde se mantienen con una inclinacién de 45°, durante 1 hora
a 39°C, 5% de CO, y 100% de humedad en el aire.

Este proceso tiene por objeto separar y seleccionar los espermatozoides
moviles de los que no lo son o estdn muertos y que, por lo tanto, no tienen poder

fecundante ("Swim-up", Lopata et al., 1976).

I11. Lavado del semen. Tras el periodo de separacién de la fraccién mévil,
se recogen de cada tubo 0,85 ml del sobrenadante. El total obtenido de todos los
tubos se introduce en uno de centrifuga, junto con una cantidad de sperm-Tl, a

39°C, hasta completar un volumen de 10 ml.

Seguidamente, se centrifuga a 1000 x g durante 9 minutos; luego se aspira,
cuidadosamente, el sobrenadante y se vuelve a resuspender el sedimento con sperm-
T1 hasta 10 m! de volumen. Se vuelve a centrifugar, como en el paso anterior, y se

repite la aspiracién de] sobrenadante.

De esta manera, se efectiia el "lavado"” del semen, elimindndose ciertos
componentes adversos (diluyente, plasma seminal, etc.) que dificultan e impiden la

capacitacién del espermatozoide.

Tras el aspirado del sobrenadante, se resuspende el sedimento resultante con
Sperm-T1 (suplementado con 100 pg/ml de heparina sédica) hasta un volumen de 0,5
ml. A continuacién, se toma una muestra de 5 pl para efectuar el recuento de los

espermatozoides y el resto se lleva, cuidadosamente, a 1a incubadora de COn.
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1V. Induccién a la capacitacion. Llegados a este punto, los espermatozoides
se mantienen 15 minutos en la incubadora de CO:, con el fin de facilitar la
capacitacion y la reaccién acrosémica, favorecidas por la heparina. Durante este
tiempo se efectian los cdlculos para averiguar la concentracién de espermatozoides.
El recuento de los espermatozoides se efectiia mediante una cdmara de recuento tipo

Biirker, utilizando el siguiente procedimiento:

Se diluyen 5 ul del volumen de espermatozoides con 95 ul de agua
destilada a 24 °C. Se coloca un cubreobjetos, sobre la cdmara, y se depositan
cuidadosamente, 10 ul de esta dilucién en ambas caras del hematocitémetro
dejdndolo en reposo 5 minutos para que sedimenten las células.
Posteriormente se cuentan 25 cuadros pequefios (dimensiones 50x50x100
mm= 1/4.000 mi), en cada cara de la cdmara, y se calcula la concentracién

de los espermatozoides de la siguiente manera:

Esper/m!= M x factor de dilucién x volumen del cuadro x % motil x 1000
M es el n® de esperm.(z)/cuadro (2/25).
Factor de dilucién: 20 (5 en 95).
Volumen de! cuadro (en ml): 4000.
% motil: % de espermatozoides méviles.

1000: para expresar 1a concentracion en ml.

Después del recuento, se efectiian las diluciones correspondientes, con

el fin de ajustar la concentracion a 25x10° esperm/ml, aproximadamente.

La concentracién de espermatozoides que se afiade a las gotas de
fecundacion es de 1x10%sperm/ml. La fecundacién se realiza en microgotas
de 50ul, luego se necesitan 50.000 esperm/microgota. Por lo tanto, el

volumen de la dilucion de espermatozoides a afiadir por gota es:

50.000/25x10°
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Todos estos cdlculos tienen como finalidad conseguir que se afiada a
las gotas de fecundacién un volumen muy pequefio (entre 2 y 3 ul), para no
cambiar las condiciones fisicoquimicas del medio de fecundacién, ya que éste
estd dispuesto en microgotas y, por lo tanto, tiene un volumen muy pequeiio
(50ul).

Tras el periodo de incubacién, se toma una muestra de los espermatozoides
con el fin de comprobar la calidad del semen. Se evahia la motilidad (> 80%) y la

aglutinacién cabeza-cabeza de los espermatozoides.

2.2.3.- PREPARACION DE LOS OOCITOS.

Después de 24 horas de maduracién in vitro, se eliminan parte de las células
del ciimulo mediante el paso de los oocitos por las micropipetas. Los oocitos de
cada grupo (A, B y C) se lavan, independientemente de los otros grupos, tres veces
en L-T1, introduciéndose, también independientemente, en las gotas de fecundacién
hasta el momento de la inseminacién. El medio de fecundacién se dispone en
microgotas de 50 ul, situadas en placas Petri de poliestireno, estériles, de 3,5 cm de
didmetro. Las microgotas se cubren totalmente con aceite de silicona y se equilibran
en la estufa de CO, a 39°C dos horas antes de iniciar la fecundacién in vitro. En

cada microgota se colocan 5 oocitos de cada tipo.

2.2.4.- CONDICIONES DE INSEMINACION.

A cada gota de fecundacién se afiaden de 2 a 3 ul del semen tratado con
heparina, de manera que la concentracién de espermatozoides es de [ x [(°
espermatozoides/mi. Qocitos y espermatozoides se mantienen juntos, en la
incubadora durante 18-20 horas a 39°C, con un 5% de CO, y 100% de humedad en

el aire.
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2.2.5.- PRUEBAS DE FECUNDACION IN VITRO.

Experimento 1. Efecto del suero y de los factores de crecimiento (FC) en

la fecundacidn in vitro.

Se colocaron los oocitos en tres medios distintos de maduracién y se
fecundaron in vitro bajo idénticas condiciones. Los oocitos se dividieron en los tipos
anteriormente descritos (A, B y C; punto 1.2.2.b) y su maduracién y fecundacién
se realizé de manera independiente.

Los tratamientos empleados como medios de maduracién son:

Tratamiento 1: M-199 (control)
Tratamiento 2: M-199 + SFB + FC (IGFI, 100 ng/ml + EGF, 50 ng/ml)
Tratamiento 3: M-199 + SVE + FC (IGFl, 100 ng/ml + EGF, 50 ng/ml)

De esta manera se maduraron y fecundaron un total de 1.495 oocitos
distribuidos de la siguiente manera: 260 oocitos con el tratamiento 1, 651 oociios

con el tratamiento 2 y 584 con el tratamiento 3.

Experimento 2. Efecto de las células del ciimulo sobre la fecundacién in

vitro.

Con el fin de conocer la influencia que las capas del cimulo tienen sobre la
fecundacidn, los oocitos fucron distribuidos para la FIV en tres categorias (A, By
C; punto 1.2.2.b), de acuerdo con la clasificacién seguida segiin el nimero de capas

del camulo.

Se emplearon los mismos medios de maduracién que en el punto anterior y,
asimismo, los distintos grupos de oocitos se maduraron y fecundaron
independientemente unos de otros.Se valoraron 532 oocitos del tipo A, 500 del B y
460 del tipo C.
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3.- FIJACION Y TINCION.

Para visualizar las estructuras cromosémicas se utiliza una metodologia de
fijacién y tincién basada en la técnica descrita por Chang (1951), con algunas

modificaciones. El procedimiento empleado es el siguiente:

Los portaobjetos y cubreobjetos se limpian y desengrasan antes de su
utilizacién con una mezcla de etanol (96%) y éter etilico (1:1). Sobre los
portaobjetos se depositan dos lineas paralelas de silicona liquida, utilizando para ello
una jeringa de 10 ml conectada a una aguja de 21 G, de tal manera que la distancia

entre las dos lineas sea menor a la del ancho de los cubreobjetos (Véase figura).

Los oocitos seleccionados para la fijacién y tincién se extraen del medio de
cultivo y se lavan con PBS, ya que la orceina que se utiliza para la tincién puede
hacer precipitar ciertos componentes del M-199. Los oocitos se aspiran
repetidamente, utilizando una micropipeta de 20 pl, con el objeto de eliminar

mecanicamente las células del cimulo.

Sobre el portaobjetos se deposita una pequena gota de PBS en la que van
incluidos 10 6 15 oocitos, y sobre ellos se coloca el cubreobjetos, que se presiona

ligeramente hasta contactar con la gota.
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El siguiente paso es la introduccién del portaobjetos en una cubeta de cristal
con la mezcla fijadora (metanol absoluto-icido acético glacial, 3:1, Merck),

manteniéndolos asi durante 48 h.

Pasado este periodo de tiempo, las preparaciones estdn listas para su tincién.
El colorante utilizado es la orcefna acética (Merk) que se prepara disolviendo 2 g del
colorante en 45 ml de 4cido acético glacial llevando 1a mezcla a ebullicién. Una vez
disuelto el colorante, la solucién se enfria completdndose el volumen con agua
desionizada y bidestilada en una proporcién 4,5: 5,5. La solucién final se filtra (0,2u
de didmetro de poro) antes de almacenaria. Conservando la solucién a 4°C se puede

utilizar durante tres meses.

Después del periodo de fijacién, los portaobjetos se extraen de la solucién de
fijacion, se secan con papel absorbente y se ponen bajo el estereomicroscopio. Se
toma colorante con una jeringa de 2 ml, conectada a una aguja de 25 G, y se
depositan unas gotas en uno de los extremos del portaobjetos; de esta manera, el
colorante pasa poco a poco, por capilaridad, a través de todo el espacio entre
portaobjetos y cubreobjetos hasta llegar al extremo opuesto.

El exceso de colorante se elimina, de las preparaciones que lo necesiten,
depositando, en el mismo lugar que el colorante, 4ctdo acético al 25% (1:3 v/ven

agua desionizada) 6 al 45% (4,5: 5,4 v/v en agua desionizada).

La observacién de las preparaciones y la valoracién de los resultados se

realiza en el microscopio a 40x en campo claro y con contraste de fases.
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4.- EVALUACION DE LOS RESULTADOS.

4.1.- EXPANSION DEL CUMULO CELULAR.

El criterio de expansién del cimulo (Véase el siguiente Esquema) es el

siguiente:

- Expansién nula. No existe expansién apreciable del ciimulo.

1 Pequefia expansién de aproximadamente un didmetro del
ooctto.

2 Expansién apreciable, de unos dos didmetros del oocito.

3 Expansién médxima, de mas de tres didmetros del oocito, €

incluso de las células de la corona radiada.

Valoracion de Expansion del Cimulo

++ {Expansion Media) + {Expansion Leve)

+++ [Expansion Méxim:;]‘ O {No expansidn)
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Los oocitos valorados por la expansién de su cimulo se fijan y se tifien con

orceina acética para visualizar su estado de maduracién nuclear.

4.2.- CRITERIOS DE MADURACION IN VITRO.

Tras la fijacién y tincién de los oocitos se evalian las siguientes
configuraciones meiGticas, segin los criterios de Xu et al. (1986) y de Sirard et al.
(1989).

Vesicula germinal (GV). El nicleo del oocito estd intacto. La membrana
nuclear es visible y la cromatina estd solamente dispuesta alrededor del nucleolo, que
habitualmente también estd presente. En el resto del nticleo hay pocas zonas que se
tifian con orceina, aunque, a veces, la cromatina se distribuye en grumos que si se

tifien.

Diacinesis (DIAC). Desaparecen la membrana nuclear y el nucleolo, lo que
constituye la degradacion y desaparicién de la vesicula germinal (GVBD). A veces,
se observa la membrana nuclear de forma difusa, y los cromosomas bivalentes

comienzan a contraerse e individualizarse.

Metafase 1 (M-I). Los cromosomas se encuentran condensados e
individualizados, al mdximo, y generalmente agrupados en masa y aglutinados en la

zona ecuatonial del oocito.

Anafase I (A-I). Ocurre cuando los cromosomas, que se encuentran bajo

divisién o segregacién, se disponen a lo largo del huso acromadtico.

Telofase I (T-I). La posicién de los cromosomas ¢s terminal, en ambos polos
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del huso acromdtico. A veces se¢ puede observar la membrana del primer corpiisculo

polar, aunque el huso acromdtico esté todavia presente.

Metafase II (M-II). En este estadio los cromosomas estin contrafdos y
situados en el ecuador del segundo huso acromdtico. Ademds, también se visualizan

los cromosomas correspondientes al primer corptisculo polar,

Degenerados (DEG). Todas aquellas estructuras nucleares que se tifien con
la orceina, que se encuentran dispersas ¢ incompletas, o grandes zonas vacuolizadas

y fragmentadas en el citoplasma del oocito, son consideradas como degenerativas.

4.3.- CRITERIOS DE FECUNDACION IN VITRO.

A las 18-20 horas post-inseminacién, los oocitos se denudan completamente
de las capas del cimulo, se lavan tres veces en PBS y se fijan y tifien con objeto de
determinar las configuraciones nucleares siguientes, segun los criterios de Leibfried

et al. (1986), Fukui (1990) y Coskum er al. (1992).

Premetafase II (PM-II). Se agrupan aqui aquellos oocitos que presentan

configuraciones meidticas anteriores a la de metafase Il (GV, M-1 y A-T I).

Metafase 1I (M-H). Oocitos que presentan el estadio de M II pero ningin

signo de fecundacién, ni penetracion espermatica.

Penetrados (PEN). Se incluyen a su vez, en este grupo, los oocitos que han
sido penetrados por espermatozoides, distinguiéndose entre estos los dos criterios

siguientes:

Proniicleos (PN). Aquellos oocitos que presentan dos pronticleos
(masculino y femenino), el segundo corpuisculo polar y, en ocasiones,

restos de la cola del espermatozoide, o bien aquellos que presentan
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un proniicleo y una cabeza de espermatozoide en proceso de
descondensacidn. A los oocitos que presentaron esta configuracién se
les denomina fecundados (FEC).

Poliespérmicos (POLIS). Oocitos penetrados por mds de un
espermatozoide. Se pueden presentar pronicleos masculinos,

descondensaci6n de las cabezas espermdtica o ambas cosas a la vez.

Degenerados (DEG). Oocitos con estructuras cromosémicas dispersas,

fragmentadas o incompletas. Grandes zonas de vacuolizaciones en el citoplasma.

Otros. Partenogenéticos o estructuras no visualizables por fallos de la

tincién.

5.- ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico de los resultados se realizé con el programa BMDP:
Biomedical Data Program, en el Centro de Célculo del Campus de Somosaguas,
UCM.

Se efectuaron un Andlisis de Varianza, para estudiar la distribucién de las
variables estadisticas y test de diferencia de medias con la correccién de Bonferroni,
para comprobar que los grupos de nuestro estudio y las distintas variables poseen

diferencias estadisticamente significativas.

En el caso de la experiencia 3.1.B.4.1 se realiz6 ademds el estudio de la
correlacion general entre los grupos de oocitos expandidos y madurados. Las

variables estadisticas analizadas son:



# % de expansién de los oocitos en :
-Grupo control, Grupo SFB y Grupo SVE.
-FC (EGF 50, IGF-1 100 e IGF-1+EGF)
-Tipo de oocito (A)
# % de maduracién (GV, DEG y M1I) de los oocitos en:
-Grupo control, Grupo SFB y Grupo SVE.
-FC (EGF 20, EGF 50, IGF-1 100 e IGF-1+EGF)
-Tipo de oocito (A, By C)
# % de fecundacién (PEN, POLIS y FEC) en:
-Grupo controi, Grupo SFB + FC (1GF-1+EGF) y Grupo SVE +

FC (IGF-1+EGF).
-Tipo de oocito (A, By C)
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4.- RESULTADOS.

Los resultados obtenidos se analizan siguiendo la metodolog{a empleada. En
primer lugar, se indica el porcentaje de recuperacién de oocitos respecto al niimero
de ovarios utilizados y de foliculos aspirados. Seguidamente, se exponen los
experimentos correspondientes al efecto de los factores de crecimiento y sueros
sobre la expansion del cimulo celular. En tercer lugar, las cifras de maduracién in
vitro obtenidas cuando se suplementaron los medios de maduracion con factores de
crecimiento y sueros y, finalmente, los valores conseguidos en los experimentos
correspondientes a la fecundacién in vitro de los oocitos, mostrando la influencia del

suero, los factores de crecimiento y la presencia o ausencia del cimulo celular.

Recuperacion de oocitos.

Antes de comenzar los experimentos de maduracién y fecundacion in vitro,
se efectud un trabajo previo, con el objeto de poner a punto la metodologia, en lo
concerniente a la puncién y aspiracién folicular y averiguar el numero y tipo
morfoldgico de los oocitos obtenidos empleando esta metodologfa. En este estudio
preliminar, como demuestra la Tabla 4, se seleccionaron y aspiraron 1.162 foliculos
de 131 ovarios, lo que produjo una cifra media de 8,6 foliculos por ovario {méximo
de 15, minimo 1). En total se recuperaron 778 oocitos, lo que supone un 67,5%

respecto del mimero de foliculos ovéricos aspirados.

TABLA 4. Recuperacién de oocitos. Estudio preliminar.

N°® ovarios. 131

N* foliculos aspirados 1.162

N* folic/ovario + s.e.m 8,3 +09
N*® oocitos recuperados 778

% recuperac, t s.e.m. 67,5 + 3,4
N° oocitos seleccionados (%) 474 (40,7)
Tipo A (%) 188 (39,6)
Tipo B (%) 150 (32,2)
Tipo C (%) 136 (28.,3)
N?® oocitos ovario (A+B+C) 3,6

N* oocitos/ovario (A+B) 2,5
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De todos estos oocitos recuperados, se seleccionaron, como aptos para el
cultivo de maduracidn in vitro un 40,7%, divididos en los tres grupos morfoldgicos
descritos en el material y métodos (A, B y C). Para el tipo A, se obtuvo un 39,6%
del total de oocitos recuperados, para el tipo B del 32,2%, y para el C, el 28,3%.

El resto de los gametos recogidos, un 59,3%, lo componen oocitos con el
cimulo degenerado (22,7%) y oocitos con signos degenerativos en el citoplasma,
rotos o inmaduros (36,6%). El niimero de oocitos seleccionado que posefan cimulo
celular (A+B) fue de 2,5 oocitos/ovario, mientras que para los tres tipos
morfoldgicos {(A+B+C) fue de 3,5/ovaro.

Los datos sobre el niimero de ovarios utilizados y de foliculos aspirados en
los experimentos 1, 2 y 3, sc presentan en las tablas 5 y 6 de manera separada, ya
que, en el experimento 1 (expansion del ciimulo), sélamente se utilizaron oocitos del
tipo A, mientras que, en los otros dos experimentos {maduracién y fecundacién in

vitro), se utilizaron los tres tipos morfoldgicos de oocitos.

En el conjunto de los tres experimentos se seleccionaron y aspiraron un total
de 21.131 foliculos de 2.562 ovarios, con una cifra media de foliculos/ovariode 8,1.
De todos los oocitos obtenidos se emplearon en los experimentos un total de 7.102
oocitos, de los cuales 3.422 se clasificaron del tipo A, 2.073 del B y, finalmente,
1.607 del tipo C.

TABLA 5. Recuperacién de oocitos en el experimento 1.

N°® ovarios. 630

N* foliculos aspirados 4,925

N*® folic/ovario + s.e.m. 7.8+ 1,1
N*® oocitos seleccionados 1.096
Tipo A 1.096

N° oocitos/ovario (A) 1,7
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TABLA 6. Recuperacién de oocitos en los experimentos 2 y 3.

N° ovanos. 1.962

N* foliculos aspirados 16.206

N° folic/ovario + s.e.m. 834109

N°* oocitos seleccionados 6.471

Tipo A (%) 2.326 (35,9%)
Tipo B (%) 2.073 32,1%)
Tipo C (%) 1.607 (31,9%)
N® oocitos/ovario (A+B+C) 3,2

N°® oocitos/ovario (A+B) 2,2

Experimento 1. Efecto de los sueros y los factores de crecimiento sobre
la expansién de las células del ciimulo en la maduracién in vitro

de los oocitos.

Los resultados de la expansién del cimulo celular, después de 24 horas de
maduracién in vitro, quedan reflejados en la Tabla 7. Al comienzo del cultivo de
maduracién, el ciimulo celular de todos los ococitos utilizados en el experimento, se
encontraba compacto. En dicha tabla, el valor mostrado en cada grado de expansién,
indica el cociente entre el nimero de oocitos que han logrado €l nivel de expansién
y el niimero total de oocitos cultivados en el tratamiento. Ademds, a cada grado de
expansidn descrito, se le asigna un valor numérico (0, +=1, ++=2y +++=3),
para averiguar el valor medio de la expansion de los oocitos sometidos a un
determinado tratamiento. Todos los datos mostrados se refieren a § repeticiones del

experimento por tratamiento.

En los tres grupos de tratamientos estudiados, grupo control (sin
suplementacion de suero), grupo de tratamientos con SFB y grupo de tratamientos
con SVE, la adicién de factores de crecimiento, aumenté el grado de expansién del
cimulo celular. Ademds, cuando en los tratamientos de los tres grupos se incluyé

la adicién conjunta de EGF+IGF-1, se presentd el mdximo valor de expansién. .

Cuando el medio de maduracién tenfa EGF la expansion del ctiimulo fue
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minima en el grupo control, aunque aumenté cuando se utilizé en los tratamientos

con los sueros, obteniendo el valor mdximo con el SVE.

El factor de crecimiento que presenté una menor incidencia en la expansion

del cimulo celular fue el IGF-1, sobre todo, en el grupo control y en el de SFB.

La Tabla 8 muestra el resuitado del test de diferencias de medias que
existieron entre los distintos tratamientos. Entre ellos, el tratamiento 12
(EGF+IGF+SVE) presentd diferencias significativas con la mayorfa de los

tratamientos, como se pone de manifiesto en dicha tabla.

Los porcentajes de expansién del cimulo producidos al utilizar EGF en el

medio de maduracién, no mostraron diferencias significativas entre los distintos

grupos.

La Tabla 9 refleja la relacién entre la expansién mixima del cimulo celular
(++ +) y la maduracién (% de M-II) de los oocitos. Como se observa en esta tabla,
en la mayoria de los tratamientos existe una conexién entre el grado de expansidn
méxima y el % de maduracién de los oocitos. Esta relacién mostré un indice

estadistico de correlacién general, entre todos los grupos, de 0,84 (p <0,05).

La relacién fue mds evidente cuando se utilizé 1a adicién conjunta de los dos
factores de crecimiento con SFB y SVE (tratamientos 8 y 12). Sin embargo, como
se puede observar en la Tabla 9 y en el Gréfico 1 los tratamientos con IGF-1
presentaron una relacién entre expansion del ctimulo-maduracién mucho peor que
los anteriores, sobre todo en el tratamiento sin suplementacién de suero donde el

indice de correlacién fue de 0,34 con un indice de significacion p>0,05.
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Tabla 7.- Expansién del camulo celular de los
oocitos en los tratamientos de maduracién

in vitro

SUERO FAC. CREC. EXPANSION O EXPANSION + | EXPANSION ++ | EXPANSION +++ MEDIA + SEM.
{n® oocitos) n (96) n (%) n (%) n (%)

CONTROL (80) 45 (57,2 10 {12) 6 (7,9) 19 (23,2 0,98 + 0,14
CONTROL EGF (92 2t (22,8 17 (184) 11 (12,3 43 (46,5 1,86+ 0,13
n= 350 IGF-1 {87) 25 (28,0 22 (25,3 15 (17,2 25 (28,7 145+ 0,14
EGF+IGF-1 (91) 14 (15,3 11 (12,1) 17 {(18,6) 49 (52.8) 211013
CONTROL (83 25 (30,1 12 (14.4) 16 (19,2 30 (35,1) 16+012
SFB EGF (101) 10 (10,1) 12 (11,8 17 (16,8) 62 (61,3 1,97 = 0,08
n= 368 IGF-1 {91) 19 (21) 10 (11,9 22 (M4.1) 40 (42,2 1,91 + 0,12
EGF+1GF-1 {93 7{75) 0 18 (19,6) 68 (73,1) 2,58 + 0,07
CONTROL (87) 12 (13,7 9(10,3 26 (29,9 40 (45,9 2,08+ 0,38
SVE EGF (98} 11 (11,2 2(21) 29 (29,5 56 (57.1) 232+ 0,09
n= 378 IGF-1 (8% 14 (15,9 10 (31,3 17 (19,1) 48 (34,1) 212+ 011
EGF+IGF-1 (104) 0(0 2(1.9) 2324 79 (75,9 287+ 0,04




‘Tabla 8.- Nivel de significacién entre los tratamientos de
maduracidn in vitro en la expansién del cumulo celular

veoiol T2 | T31 T4 | TS5 |T6|T7|T8| TS |T10|T11(T 12
T * * ek - kkk| * kdkk| * & kk | k%%
T2 S I T i R
T 3 - - * - * & - _ _ *
T 4 S A O B N A
T5 * i kkk| * * kk%
T6 * o -
T 7 - * - * %k
T8 - - -
T9 - .o
T 10 - -
T 11 *
T 12
*** 5 <0,001; ** p<0,01 * p<0,05; - P>0,05
100
CONTROL SFB SVE
80 |- R
680
pe
o0 | R
0

| 75 % EXPANSION +++ |
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Tabla 9.- Porcentaje de oocitos expandidos y madurados

en los tratamientos de maduracién in vitro

SUERO

n° oocitos

FAC. CREC.

n° oocitos

EXPANSION + + +
n(% = S.EM)

MADURADOCS
n(% +* SEEM)

CONTROL
n=350

CONTROL (80)

EGF (92)

IGF-1 (87)

EGF+IGF-1 (91)

19 (23,2 + 1,9)

43 (46,5 = 1,3)

25 (28,7 + 2,7)

49 (52,8 = 11,4)

29 (37,8 = 4,2)

45 (49,1 + 1,6)

46 (42,9 = 9.5)

53 (57,3 £ 10,4)

SFB

n=366

CONTROL (83)

EGF (101)

IGF-1 (91)

EGF+IQF-1 (93)

30 (36,1 = 6,1)

62 (61,3 £ 3,5)

40422z 7.2)

68 (73,1 = 6,2

34 (41,8 = 6,1}

65 (65,1 + 3,1)

52 (45,4 = 7.8)

72 (74,9 £ 4,8)

SVE

n=378

CONTROL (87)

EGF (98)

IGE-1 (88)

EGF+IGF-1 (104)

40 (45,9 + 8,3)

+

56 (57,1 + 5,8)

48 (54,1 =+ 8,1)

79 (75,9 + 8,6)

41 (53,7 + 8,0)

58 (61,1 + 5,4)

57 (62,8 = 7,7)

80 (74,2 = 7,9)
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Gréfico 1.- Expansién del cumulo y maduracién in
vitro en |os tratamientos de maduracién

100
CONTROL SFB SVE

CONT EGF |GF + CONT EGF IGF + CONT EGF I1GF +
MEDICS

% EXPANSION B % MADURACION
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Experimento 2. Efecto de las células del cimulo, los factores de

crecimiento y los tipos de sueros en la maduracién in vitro.

Las tablas 10, 11 y 12 exponen los resultados relativos al experimento de
maduracién in vitro. Las cifras mostradas corresponden a los estadios meidticos {ver
capitulo de MATERIAL Y METODOS) que alcanzaron los oocitos después de 24
horas de maduracién in virro. La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos por los
oocitos del tipo A, 1a Tabla 11 los del tipo B y la Tabla 12 para los del tipo C. Los
valores ofrecidos son el resultado de 7 repeticiones del experimento por tratamiento,
excepto en el tratamiento 2 de los oocitos del tipo B, y en los tratamientos 4, 6 y 13
de los oocitos del tipo C, en los que el experimento se repitié 6 veces. Las cifras
mostradas en el estadio de metafase I son la suma de las obtenidas en los estadios

de metafase, anafase y telofase I.

Los mayores indices de maduracién in vitro en los oocitos del tipo A, se
obtuvieron cuando se empleé EGF+IGF-1 con SFB (tratamiento 10) y con SVE
{tratamiento 15), alcanzando valores del 77,6% y 75,9%, respectivamente. Estas

cifras fueron, ademds, las mds altas alcanzadas en todo el experimento.

Los mejores resultados de maduracién, para los oocitos del tipo B (71,5%
y 69,9%), se consiguieron con el tratamiento 15 (SVE+EGF+IGF-1) y con el
tratamiento 14 (SVE+IGF-1), respectivamente. El mayor porcentaje de maduracién
para oocitos del tipo C (49,7% y 48,9%) s¢ alcanzd utilizando el tratamiento 9
(SFB+IGF-1) y el tratamiento 15 (SVE+EGF+IGF-1), respectivamente.

En dichas tablas también se puede observar que el nimero de oocitos que
permanecen en el estadio de vesicula germinal, es mayor en aquellos tratamientos
que no incluyen ningin tipo de suero. Por otra parte, dentro de los grupos de
tratamientos suplementados con suero, el nimero de oocitos que permanecieron en
el estadio de GV fueron menores en aquellos tratamientos que incluyeron ambos
factores de crecimiento en el medio de maduracién (tratamientos 10 y 15). Este

hecho fue constante para los tres tipos de oocitos.
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Tabla 10.- Estadlos de maduracién (% £ S.EM.) enlos
tratamlentos de maduractdn In vitro en los cocltos detipo A

n Deg. GV M M|
T1 Bs 18833 | 249264 | 21831185235
T2 o7 106214 | 138227 | H4x15| 40435
T3 18| 8914 | 5517 | 31 8x£32 | 833+44
T4 B | 189z24 | 7723 | VI35 | 48741
TS 141 | 119x22 | 2014 | 258243 | 80337
TE 128 | 5918 | 1B8x21 | BBx47 | 41,741
T7 101 70=x21 2713 | 280+£43 | 8253 x272
T8 124 | §$6x19 | 4512 | 241032 | 5914
T9 161 | 6813 | 8317 | 27,761 | B2+ 48
T10 134 | 58 =12 | 2814 | 18731 | 77622
T 11 116 | 8Bx08 | 10115 | HEx29 | 45644
T12 104 | 8118 | 18103 | B7x51 | 565323
T3 | 105 | 4116 | 3317 | 250x41 | 67652
Ti4 | 148 | 51 =15 | 68=16 | 245227 | 646 =31
T15 161 23=x1.2 34x14 | 18439 | 923




Tabla 11.- Estadios de maduracién (% = S.E.M.) en los
tratamientos de maduracién in vitro en los oocitos tipo B

n Deg. GV M M
T 1 80 18621 | 18223 | 31556 | 307%15
T2 79 141 +23 | 6323 | 36431 | 432£33
T3 104 103+16 | 5918 | 272+39 | 566 =22
T4 85 11,0+24 | 9539 | 324+32 | 471 +52
TS 130 08+22 | 1,711 | 3832+4,1| 55316
T6 00 64+18 | 201+£31|316+390 | 41,89%18
T7 103 6419 | 27+13 | 366+18 | 543+39
T8 132 65+15 | 1,4+14 | 353+31 | 568 +50
T9 101 7314 | 63x17 | 2381 +23 | 63336
T10 | 100 73+18 | 1819 | 308+29 | 60,1 %12
T11 97 8511 | 92£22 | 81,3+36 | 50019
Ti2 | 99 4713 | 71219 | 364+30 | 51,835
T13 | 69 4320 | 38x26 | 37421 | 545+44
Ti14 | 154 5111 | 9421 | 15631 | 69,9572
T15 | 150 18+08 | 12+£08 | 25513 | 71,520
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Tabla 12.- Estadios de maduracién (% = S.E.M.) en los
tratamientos de maduracién in vitro en los oocitos tipo C

n Deg. GV M M I

T1 59 21,9+34 [ 15830 | 2800+ 3,1 | 343 £ 6,4
T2 86 140+14 | 15038 | 30462 | 406 =49
T3 107 | 15819 | 100 x£21 [ 287 1,5 | 455 £ 4.2
T4 114 | 148 +18 | 14518 | 253+ 21 | 454 + 39
TS5 144 | 123213 | 5711 | 404 £59 | 41,6 £20
T6 103 | 7316 [ 208£26 | 34725 | 37226
T7 60 6,5 £ 3,1 50x+34 | 46937 | 416 £ 46
T8 09 6,6 £25 7617 | 40851 | 450+ 24
T9 114 | 8210 | 14516 | 276+ 1,3 | 487 £ 28
T10 140 | 6508 58+08 | 41475 | 463+ 1,8
T 11 109 | 101 £20 | 181 £20 | 319+ 3,1 | 3890 £22
T12 123 | 65£1,9 7319 | 439x22 | 423 = 2,1
T13 66 55+£25 58+ 19 | 511 x42 | 37672
T14 116 8418 7715 37927 | 46,0 £ 49
T15 170 70x23 6118 | 380£1,9

489 1,9
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A) Efecto de las células del camulo.

Las diferencias entre los porcentajes de maduracién in vitro conseguidos por
los distintos tipos de oocitos, segiin el nimero de capas del ciimulo celular que le

rodean, se muestran en las Tablas 13, 14 y 15.

Estas tablas indican que, las diferencias en los porcentajes de maduracion,
fueron muy evidentes entre los oocitos que tenfan climulo celular (tipos A y B)

frenta a los denudados (tipo C).

La Tabla 13 indica las variaciones en el porcentaje de maduracién existente
entre los oocitos de los tipos A y B. Estas variaciones fueron mucho mds acusadas
cuando se utilizaron los dos tipos de sueros y la adicién de los dos factores de

crecimiento (tratamientos 10 y 15).

Las diferencias en el porcentaje de maduracidn, entre los oocitos de los tipos
A y C, se muestran en la Tabla 14. En todos los tratamientos se presentaron
variaciones muy significativas excepto en tres casos: en el tratamiento sin sueros ni
factores de crecimiento (tratamiento 1), en el tratamiento con EGF 20 pero sin suero

(tratamiento 2) y cuando se utilizd SFB+IGF-1 (tratamiento 9).
La Tabla 15 senala las variaciones que existieron entre los tipos B y C. Estos

fueron mds evidentes, sobre todo, en los tratamientos que incorporaron EGF+1GF-1

(tratamientos 5, 10 y 15).
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Tabla 13.- Efecto de las células del cumulo en
los tratamientos de maduracién in vitro
entre los oocitos Ay B

OCCITO TIPOA | OOCITO TIPO B | SIGNIFICACION

% + S.E.M. % + S.E.M. ESTADISTICA
T 36,5 = 3,5 30,7 1,5 *x
T2 40,4 = 3,5 432 + 3,3 -
T3 53,3 = 4,4 56,6 + 2,2 *
T4 487 * 4,1 472 + 52 -
T5 60,3 = 3,7 55,3 + 1,6 -
T6 417 = 4,1 419 +1,8 -
T7 62,3 = 2,2 543 + 3,9 -
T8 65,9 + 1,4 56,8 * 5,0 *
T9 58,2 + 4,6 63,3 = 3,6 -
T10 77,6 + 2,2 60,1 = 1,2 *
T11 45,6 + 4,4 50,0 = 1,9 *
T12 53,3 + 2,3 51,8 = 3,5 -
T13 67,6 = 5,2 545 + 4,4 *
T14 64,6 + 3,1 69,9 + 5,2 .
T15 75,9 * 2,3 715 + 2,0 *%

** 5<0,01 * p<0,05 - p>0,05
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Tabla 14.- Efecto de las células del cUmulo en

los tratamientos de maduracidén in vitro

entre los oocitos tipo Ay C

OOCITO TIPO A | OOCITO TIPO C | SIGNIFICACION
% + S.E.M. % + S.E.M. ESTADISTICA
T4 36,5 + 3,5 34,3 + 6,4 -
T2 40,4 + 3,5 40,6 + 4,9 .
T3 533 + 4,4 455 + 4,1 *
T4 48,7 + 4,1 45,4 + 3,9 *
T5 60,3 + 3,7 416 + 2,0 *
T6 41,7 + 4,1 37,2 + 2,6 *
T7 62,3 + 2,2 41,6 + 4,6 *
T8 65,9 + 1,4 450 + 2,4 Ak
TQ 58,2 + 4,6 49,7 + 2,8 -
T 10 77,6 =22 46,3 + 1,6 *kk
T 11 45,6 + 4,4 38,0 + 2,2 *
T12 53,3 = 2,3 42,3 + 2,1 *x
T13 67,6 + 5,2 37,6 + 7,2 *
T 14 64,6 + 3,1 46,0 + 4,0 *
T15 75,9 = 2,3 48,9 + 1,9 * %k

**% 50,001 ** p<0,01 * p<0,05 - p>0,05
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Tabla 15.- Efecto de las células del cumulo en

los tratamientos de maduracién in vitro

entre los oocitos de tipo By C

OOCITO TIPO B | QOCITO TIPC C | SIGNIFICACION
% + S.EM. % + SEM ESTADISTICA
T1 30,7 = 1,5 34,3 + 6,4 .
T2 432 + 3,3 40,6 = 4,9 .
T3 56,6 2,2 45,5 * 4,2 *
T4 47,2 + 52 45,4 = 3,9 :
TS5 55,3 = 1,6 41,6 £ 2,0 wkk
T6 41,9 = 1,8 372 £ 26 -
T7 54,3 + 3,9 41,6 = 4,6 *
T8 56,8 5,0 450 = 2,5 *
T9 63,3 3,6 49,7 = 2,8 *
T 10 60,1 = 1,2 46,3 £ 1,6 *kk
T 11 50,0 = 1,9 38,9 £ 2,2 *
T12 51,8 + 3,5 423 + 2,1 -
T 13 54,5 + 4.4 37,6 = 7,2 *
T 14 69,9 = 5,2 46,0 = 4,9 b
T 15 71,5 £ 2,0 48,9 £ 1,9 b

*** < 0,001 ** p<0,01 * p<0,05-p>0,05
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B) Efecto de los FC.

Las Tablas 16, 17 y 18 sefialan las diferencias estadisticas encontradas entre
los distintos tratamientos segii el factor de crecimiento utilizado. Dentro del grupo
control, los porcentajes de maduracion in vitro, fueron mayores en los tratamientos
con EGF+IGF-1 (tratamiento 3) en los oocitos de los tipos A y B (Tablas 16 y 17).
Estos valores presentaron, ademds, una alta significacién estadistica frente a los
otros tratamientos, excepto en los oocitos del tipo C (Tabla 18), en los que no
existieron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos del grupo
control. Ademds, en los tipos A y B, el tratamiento con EGF 50, presentd también
porcentajes de maduracién significativamente mas altos que cuando se utilizaron

EGF 20 e IGF-1.

En el grupo de tratamientos con SFB, y también en los tipos de oocitos A
y B, se alcanzaron valores de maduracién significativamente superiores que en el
resto de los tratamientos con EGF+1GF-1). Segin muestran las Tablas 16 y 17,
todos los factores de crecimiento utilizados, aumentaron, significativamente, el
porcentaje de maduracion, respecto del tratamiento que solamente tiene SFB
(Tratamiento 6). Este hecho sdlamente ocurrié en los oocitos de tipo A y B. En el
tipo C (Tabla 18), existieron diferencias significativas al utilizar el EGF 50, IGF-1
y EGF+IGF-1, todos ellos respecto del tratamiento control (Tratamiento 6); la
utilizacidn de 20 ng/ml de EGF no supuso ninguna diferencia significativamente

respecto al tratamiento con SFB,

En el grupo de tratamientos que incluyeron SVE, la adicién de ambos
factores de crecimiento (EGF +IGF-1) conjuntamente con el SVE (tratamiento 15),
permitié alcanzar el mayor porcentaje de maduracion, en los oocitos del tipo A, de
una manera significativa respecto al resto de los tratamientos de este grupo (Tabla
16). En los tipos B y C (Tablas 17 y 18), este tratamiento también fue el mejor,
aunque no significativo, respecto del 14 (SVE+IGF-1). Ademds del tratamiento que
emplea los dos factores de crecimiento, el que presentd un porcentaje de maduracion

significativamente mds alto que el resto de los tratamientos en los oocitos tipo A, fue
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Tabla 16.- Nivel de significacién entre los tratamientos de

maduracion in vitro de oocitos de tipo A

CONTROL

T2

T3
*

T4

15

T1
T2
T3
T4

®

*

vk

kK

SFB

17

T8

T8

T10

T8
T7
T8
TS

* ik

¥k ke

ek

ok

e e

e i

ww

o

SVE

T12

T13

T14

T15

T 11
T 12
T 13
T 14

* %

% e

i

* Kk

* %

oW

o n

**¥ p<0,001 ** p<0,01 * p<0,05- p>0,05

100

g0 i-

60 -

40

20

78
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Tabla 17.- Nivel de significacidon entre los tratamientos de

maduracién in vitro de oocitos de tipo B

CONTROL

T2

T3

T4

TS

T1
T2
TS
T4

ok

¥ e e

*

w

*odkdke

* %

SFB

T7

T8

T8

T10

T6
T7
T8
TO

o ok

% ek

SVE

T14

T15

T11
T12
T13
T14

T12

T13

LA

wk

**% n<0,001 ** p<0,01 * p<0,05 - p>0,05

100

L

20—

T3 T4

T5_T6 T7

15

T8 T8 T10 T11 Ti2 T13 T14 Ti3

% MADURACION
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Tabla 18.- Nivel de significacién entre los tratamientos de

macluracién in vitro de oocitos de tipo C

CONTROL

T2

T3

T4

T5

T1
T2
T3
T4

SFB

T7

T8

T8O

T10

T6
T7
T8
T9

b

SVE

T12

T13

T 14

T i5

T
T12
T13
T 14

ek

*** p<0,001 ** p<0,01 * p<0,05 - p>0,05

100

80 -

60| - -

W3

Tt T2

T3 T4

TS T8 T7

% DE MADURACION

121

T@ T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15
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el que tuvo EGF 20, mientras que, en los oocitos tipo B y C, el que incluyé IGF-1
(T 14) fue el que presentd un valor més elevado.

C) Efecto del suero.

En las Tablas 19, 20 y 21, se observan las diferencias en los porcentajes de
maduracién, respecto al suero utilizado y a la significacién estadistica existente; en
estas tablas, se indican los datos obtenidos para los tipos de oocitos A, B y C,

respectivamente.

En los oocitos del tipo A (Tabla 19), el porcentaje de maduracién fue mayor
en el grupo de tratamientos con SFB que en el grupo sin suero (grupo control). Esta
diferencia fue significativa cuando se utilizé6 EGF 20, EGF 50 y EGF+IGF-1. En
el grupo con SVE, todos los tratamientos presentaron un indice de maduracién
mayor que en el grupo control, siendo estas diferencias significativas en todos los
casos. La comparacion entre los dos grupos de tratamientos que incluyeron sueros,
SFB frente al SVE, no present6é diferencias significativas, salvo en el caso del
tratamiento con EGF 20, que presenté mayores porcentajes de maduracion in vitro

cuando se utilizé combinado con SFB.

La respuesta de los oocitos del tipo B (Tabla 20) difirié ligeramente de la
que presentaron los del tipo A. Las diferencias entre el grupo de tratamientos sin
suero y con SFB sélamente fueron significativas en los tratamientos sin factores de
crecimientol y cuando se utilizé EGF +1GF-1. Por otro lado, al igual que ocurrié en
los oocitos del tipo A, los valores que presentd el grupo de tratamientos con SVE
fueron todos significativamente mayores que los del grupo sin suero. En lo que
respecta a la diferencia entre ambos grupos de tratamientos con sueros, sélamente
existieron porcentajes de maduracion significativamente mds elevados cuando se
utilizé SVE en los tratamientos sin factores de crecimiento y, sobre todo, en el

tratamiento con EGF+IGF-1.
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Como demuestra la Tabla 21, los oocitos tipo C no mostraron ninguna
diferencia significativa cuando se utilizé cualquier tipo de suero, ni entre los
tratamientos del grupo control y los de los grupos con sueros, ni entre los grupos
con sueros entre si, a excepcién de un leve aumento del porcentaje de maduracién

en el tratamiento con SVE+EGF+IGF-1 respecto al mismo tratamiento sin suero.

Por iiltimo, Grifico 2 permite observar la evolucién conjunta de los tres
tipos morfoldgicos de oocitos, de acuerdo con el porcentaje de maduracién alcanzado
y el tratamiento empleado. Como se puede observar, los oocitos del tipo A
presentaron, en la mayoria de los tratamientos, un porcentaje de maduracién mayor
que en los otros dos tipos, especialmente, en los tratamientos 10 y 15. Los oocitos
del tipo B tuvieron un comportamiento semejante a los del tipo A sélamente en
algunos de los tratamientos (T 3, T 6 y T 14), mientras que, los oocitos del tipo C,

tuvieron cifras de maduracién sensiblemente mds bajas que los otros dos tipos.
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Tabla 19.- Nivel de significacién del efecto de los sueros

en los tratamientos de maduracién in vitro en los

oocitos tipo A (% = S.EM))

CONTROL SFB SIGNIFICACION
ESTADISTICA
CONTROL 36,5 + 3,5 417 £ 4,1 .
EGF 20 40,4 = 3,5 62,8 + 2,2 ek
EGF 50 53,3 + 4,4 659 = 1,4 *k
IGF-1 100 48,7 * 4,1 58,2 4,6 -
EGF+IGF-1 60,3 £ 6,7 77.6 £2,2 x
CONTROL SVE SIGNIFICACION
ESTADISTICA
CONTROL 36,5 = 3,5 45,6 * 4,4 -
EGF 20 40,4 = 3,5 53,8 £2,3 "
EGF 50 53,3 + 4,4 67,6 %52 e
IGF-1 100 48,7 + 4,1 64,6 % 3,1 s
EGF +/GF-1 60,3 3,7 759 2,3 W
SFB SVE SIGNIFICACION
ESTADISTICA
CONTROL 41,7 = 4,1 45,6 + 4,4 -
EGF 20 62,3 £ 2,2 53,323 *e
EGF 50 659 + 1,4 67,6 = 5,2 .
IGF-1 100 58,2 + 4,6 64,6 = 3,1 .
EGF+IGF-1 77,6 £2,2 759 +2,3 -

*¥¥* p<0,001 ** p<0,01 * p<0,05- p>0,05
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Tabla 20.- Nivel de significacion del efecto de los sueros

en los tratamientos de maduracién in vitro en los

oocitos tipo B (% = S.E.M))

CONTROL SFB SIGNIFICACION
ESTADISTICA
CONTROL 30,7 x£1,5 418 *18 ek
EGF 20 43,2 38 543 * 3,9 -
EGF 50 56,6 £ 22 56,8 + 5,0 -
IGF-1 100 47,1 £ 5,2 63,83 £ 3,6 -
EGF+iGF-1 55,3 £ 1,6 60,1 £ 1,2 *
CONTRCL SVE SIGNIFICACION
ESTADISTICA
CONTROL 30,7 156 500x19 ek
EGF 20 432 + 3,3 81835 ek
EGF 50 56,6 £22 54,5 4,4 kel
IGF-1 100 47,1 £ 52 69,9 £ 52 Wk
EGF+IGF-1 55,83 £ 1,6 7156x20 hokk
SFB SVE SIGNIFICACION
ESTADISTICA
CONTROL 41,9+18 50,0 1,9 *
EGF 20 543 £ 3,9 51,8 £3,5 -
EGF 50 56,8 50 54,5 = 4,4 -
IGF-1 100 63,3 = 3,6 69,8 * 52 -
EGF+IGF-1 601 1,2 71,56 x20 ke

**% 50,001 ** p<0,01 * p<0,05 - p>0,05
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Tabla 21.- Nivel de significacidn del efecto de los sueros

en los tratamientos de maduracidn in vitro en los

oocitos tipo C (% = S.E.M.)

CONTROL SFB SIGNIFICACION
ESTADISTICA
CONTROL 34,2 * 6,4 37,2 £26 :
EGF 20 40,6 £ 4,9 41,6 £ 4,6 :
EGF 50 45,5 + 4,2 45,0 x 2,4 :
IGF-1 100 45,4 + 3,9 49,7 £ 2,8 :
EGF+IGF-1 41,6 £20 46,3 + 1,6 -
CONTROL SVE SIGNIFICACION
ESTADISTICA
CONTROL 34,3 *+ 6,4 38,9 * 2,2 :
EGF 20 40,6 * 4,9 42,3 = 2,1 :
EGF 50 45,5 + 4,2 37,6 £7,2 :
IGF-1 100 45,4 £ 3,9 46,0 + 4,9 :
EGF+IGF-1 41,6 + 2,0 48,9 * 1,9 *
SFB SVE SIGNIFICACION
ESTADISTICA
CONTROL 37,2 £26 38,9 £ 2,2 -
EGF 20 41,6 + 4,6 42,3 £ 2,1 -
EGF 50 45,0 £ 2,4 37,6 £7,2 :
IGF-1 100 497 £ 28 46,0 = 4,9 -
EGF+IGF-1 46,3 + 1,6 489 % 1,9 :

**% 520,001 ** p<0,01 * p<0,05 - p>0,05
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Gréafico 2.- Maduracidn in vitro |en los distintos
tratamientos en los oocitos de los tipos A By C
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PRUEBAS DE FECUNDACION IN VITRO.

Experimentos 1 y 2. Efecto las células del ciimulo y del suero y los

factores de crecimiento en la fecundacién in vitro.

En las Tablas 22, 23 y 24, se exponen los resultados obtenidos en los
experimentos correspondientes a la fecundacion in vitro de los oocitos tipo A, By
C respectivamente. Los valores ofrecidos se refieren a 13 repeticiones del

experimento. Los pardmetros expuestos en dichas tablas son:

% Pre M-11.- Es el porcentaje del cociente entre los oocitos que, al término
del periodo de fecundacién, presentaron configuraciones meidticas degenerativas o
anteriores a la de metafase II (GV, M-I, A-1 y T-I) y el total de los oocitos

empleados en el experimento.

% Madur/n.- Los oocitos denominados "madur” (maduros) son aguellos
oocitos que presentaron estadios de metafase I, proniicleos (PN) y poliespermia
(Polis). El % Madur/n expresa ¢l porcentaje del cociente entre éstos y el total de los

00Citos.

% PN/n.- Es el porcentaje del cociente entre los oocitos que presentaron

proniicleos y el total de los oocitos utilizados.

% Polis/n.- Similar al anterior, pero teniendo en cuenta sélamente a los

oocitos que demostraron poliespermia.
% Pen/n.- Indicado como el porcentaje del cociente entre la suma de los

oocitos que presentaron prontcleos y poliespermia y el total de los oocitos

empleados.
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% Poliespermia.- Expresa el cociente entre el nimero de oocitos

poliespérmicos y el de los oocitos designados maduros.

% Penetracion.- Definido como el porcentaje del cociente entre la suma de

los oocitos que presentan pronicleos y poliespermia y el total de oocitos maduros.

% Fecundacion o Fecundacién normal.- En este caso, s6lamente se expresa

el cociente entre los oocitos con pronticleos y el total de los maduros.

Como se puede observar, en las tablas anteriormente mencionadas, los
valores mds altos para los porcentajes de penetracion y fecundacion, correspondieron
a los oocitos del tipo A (70,4% y 43,3% respectivamente, Tabla 22), y los mds
bajos, a los oocitos del tipo C (32,6% y 18,9% respectivamente, Tabla 24).

La Tabla 25, indica la significacion estadfstica del efecto del suero y los
factores de crecimiento en la fecundacién. Como se puede ver, en los oocitos de los
tipos A y B, el porcentaje de fecundacién aumenté, muy significativamente, cuando
los oocitos maduraron en presencia de sueros y factores de crecimiento, frente a los
oocitos madurados en el medio control, sin suero ni factores de crecimiento. La
diferencias, entre los distintos tipos de sueros, sélo fueron significativas en uno de
los pardmetros evaluados (poliespermia) cuando se utilizé SFB como suero, pero

sdlamente en los oocitos con cimulo celular.
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Tabla 22.- Fecundacion in vitro (% + S.E.M.) en
oocitos de tipo A

CONTROL SFB = FC SVE = FC
n= 94 n= 237 n= 201

% Pre-M Il 64,6 + 6,1 33,5 2,9 46,6 = 2,1
% Madur/n 354 = 4,2 66,5 + 3,3 53,4 + 23
% PN/n 42 + 1.6 28,6 £ 2,7 298 + 2.3
% Polis/n 53+20 175 2,9 72 + 1,3
% PEN/n 95+29 46,1 = 1,8 36,9 +2.8
% Poliespermia 14,9 = 5,8 271 45 13,5 + 2,3
% Penetracion 26,9 + 8,8 70,4 + 2.6 69,3 + 4.3
% Fecundacion 12,1 = 4.8 43,3 = 3,8 55,8 + 3,8
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Tabla 23.- Fecundacidn in vitro (% + S.E.M.) en
oocitos de tipo B

CONTROL SFB = FC SVE = FC
n= 85 n= 205 n= 210

% Pre-M i 68,1 x75 52,3 2,3 521 1,6
% Madur/n 31955 477 + 29 479 £ 3,5
% PN/n 44+20 146 +1,3 17,0 x 24
% Polis/n 6,3 +8.38 13,5+ 13 76 17
% PEN/n 10,8 =35 28,1 x20 246 + 3,3
% Poliespermia 149 = 6,2 286 + 21 15,8 + 3,5
% Penetracion 30,1 £938 59,5 + 3.3 505 57
% Fecundacion 153 +85 309 +27 347 =47
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Tabla 24.- Fecundacion in vitro (% += S.E.M.) en
oocitos de tipo C

CONTROL SFB = FC SVE = FC
n= 81 n= 209 n= 173
% Pre-M li 73,5 +78 632 54 625 +69
% Madur/n 26,5 + 3,0 36,8 £ 2,9 375+30
% PN/n 33+18 73*+16 33x11
% Polis/n 46 * 2,4 57+19 45 +13
% PEN/n 79+26 13,1 £2,3 78 20
% Poliespermia 15,4 =+ 8,7 13,7 = 4,3 12,7 = 3,6
% Penetracion 30,8 + 10,6 326 2,8 222 25
% Fecundacion 15,4 £ 8,7 18,9 = 41 95+ 32
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Tabla 25.- Nivel de significacion del efecto del suero y los factores de

crecimiento enjlos medios de maduracién en la fecundacién in vitro

| SFB+FC | SVE+FC

% FECUNDADOS CONTROL % ok
SFB + FC -
OOCITOS TIPO A | % POLIESPERMIA CONTROL - -
SFB + FC *

% PENETRACION CONTROL il i
SFB + FC -

% FECUNDADOS CONTROL * %
SFB + FC ]
OOCITOS TIPO B | % POLIESPERMIA CONTROL x -
SFB + FC *
% PENETRACION CONTROL. * *
SFB + FC _
% FECUNDADOS CONTROL. - -
SFB + FC -
OQCITOS TIPO C | % POLIESPERMIA CONTROL - -
SFB + FC ]
% PENETRACION CONTROL - -
SFB + FC ]

*** P<0,001 ** P<(0,01 * P<0,05-P>0,05




El efecto del ciimulo en la poliespermia se muestra en la Tabla 26. En elia
se observa un aumento significativo de la misma, cuando se empled como suero el
SFB, pero sélamente en los oocitos con capas del ciimulo celular (tipos A y B) y no
en oocitos denudados, ademds, se presentaron diferencias muy acusadas con respecto

a estos oocitos sin cimulo (tipo C).

La Tabla 27 expresa el efecto del cidmulo en el porcentaje de penetracién de
los oocitos. En ella se advierte que los oocitos del tipo A presentaron valores mds
altos de penetracién que los de los otros dos tipos cuando se utilizaron los sueros y
los factores de crecimiento en el medio de maduracién y, sobre todo, al utilizar

SFB.

En cuanto al porcentaje de fecundacion normal (Tabla 28), el valor mds alto
lo presentaron los oocitos del tipo A que maduraron en un medio con SVE+ factores
de crecimiento. Estos valores, presentaron una diferencia significativa frente a los
oocitos del tipo B y, sobre todo, con los del tipo C, que mostraron valores de

fecundacién sensiblemente inferiores a los de los otros dos tipos.

La presencia del cimulo celular produjo, en los tratamientos con sueros y
factores de crecimiento, un aumento considerable en los tres pardmetros sefialados
en los puntos anteriores (poliespérmia, penetracién y fecundacién), comparado con

los oocitos sin la presencia del ctimulo celular.
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Tabla 26.- Nivel de significacién del efecto del
cumulo celular en la poliespermia (% = S.E.M.)
en los oocitos madurados in vitro

OOCITO TIPO A | OOCITO TIPO B | SIGNIFICACION

CONTROL 149 =58 14,9 £ 6,2 -

SFB + FC 27,1 £ 45 28,6 = 2,1 -

SVE + FC 136 +23 158 35 -
OOCITO TIPO A | OOCITO TIPO C | SIGNIFICACICN

CONTROL 14,9 £ 5,8 164 =87 -

SFB + FC 27,1 £ 45 13,7 £ 4,3 *

SVE + FC 13,6 + 2,3 127 + 36 -
OOCITO TIPOB | OOCITO TIPO C | SIGNIFICACION

CONTROL 149 6,2 164 £87 -

SFB + FC 28,6 = 2,1 13,7 £ 4,3 *

SVE + FC 158 £ 3,5 127 * 3,6 -

*P<0,05-P>0,05

% POLIESPERMIA
33

30 -
25 |-
20 |-
16

10

CONTROL

TPQA LI TIPOB @ TIPCC
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Tabla 27.- Nivel de significacién de!l efecto del
cumulo celular en la penetracion (% + S.E.M.) en

los cocitos madurados in vitro

~OOCITOTIPOA | OOCITO TIPC B | SIGNIFICACION
CONTROL 26,0 + 8,8 30,1 + 9,8
SFB + FC 704 + 2,6 59,5 + 3,3
SVE + FC 69,3 + 4,3 50,5 + 5,7 *
OOCITC TIPO A | OCCITO TIPO C | SIGNIFICACION
CONTROL 26,0 + 8,8 30,8 = 10,6
SFB + FC 70,4 + 2,6 32,6 + 4,8 ok
SVE + FC 69,3 + 4,3 222£25 *ok ok
OOCITO TIPO B | OOCITO TIPO C | SIGNIFICACION
CONTROL 30,1 + 9,8 30,8 + 10,6 -
SFB + FC 59,5 + 3,3 32,6 + 4,8 *
SVE + FC 50,5 + 5,7 000 + 25 *

*** P<0,001 ** P<0,01 * P<0,05-P>0,05
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Tabla 28.- Nivel de significacién del efecto del
cumulo celular en la fecundaciéon (% = S.E.M.) de
oocitos madurados in vitro

OOCITO TIPOA | OOCITO TIPOB | SIGNIFICACION

CONTROL 12,1 + 4,8 15,3 + 8,5

SFB + FC 433 + 3,8 30,9 + 2,7

SVE + FC 55,8 + 3,8 34,7 + 4,7 *
OOCITO TIPOA | OOCITO TIPO C | SIGNIFICACION

CONTROL 12,1 + 4,8 15,4 + 8,7

SFB + FC 433 + 3,8 18,9 + 4,1 *ok

SVE + FC 55,8 + 3,8 9,5 + 3,2 ok
OOCITO TIPO B | OOCITO TIPO C | SIGNIFICACICON

CONTROL 15,3 + 8,5 15,4 + 8,7

SFB + FC 30,9 + 2,7 18,0 =+ 4,1 *

SVE + FC 34,7 + 4,7 9,5+ 3,2 *

*** P<0,001 ** P<0,01 * P<0,05-P>0,05

% FECUNDACION
70

€0

80 |-
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5.- DISCUSION.

Los oocitos bovinos se encuentran detenidos, desde antes del nacimiento, en
la profase de la primera divisién meiética y s6lamente continuardn este proceso de
divisién cuando llegue la oleada de gonadotropinas, previa a la ovulacién. El
desarrollo de los oocitos inmaduros en los foliculos ovdricos hasta llegar a ser
oocitos maduros (en el estadio de metafase IT) es dependiente de muchos factores
reguladores, tanto intraovdricos como extraovéricos (Tonetta y DiZerega, 1986). Los
esteroides foliculares y las gonadotropinas, han demostrado intervenir en todos estos
mecanismos, pero son insuficientes, por si mismos, para completar la totalidad de

estos procesos (DiZerega et al., 1983; Hammond ef al., 1985).

Las gonadotropinas, afadidas a medios de maduracién in vitro, han
conseguido aumentar los indices de maduracion y fecundacién in vitro (Moor y
Trounson, 1977; Fukui er al., 1982; Fukui y Ono, 1989). El foliculo ovérico no
sélamente responde a las concentraciones de dichas hormonas, sino que también es
sensible a los factores de crecimiento intraovdricos (que actian de una manera
autocrina/paracrina) cuya inclusién, en los medios de maduracidn in vitro, en oocitos
de animales de laboratorio, ha demostrado poseer efectos estimulatorios (Deckel y
Serizly, 1986; Feng et al., 1988; Downs, 1989).

Por otro lado, los suplementos proteicos de los medios también han
demostrado jugar un papel importante en estos sistemas de cultivo, estableciéndose
que la presencia de las macromoléculas aportadas por el suero, son muy beneficiosas
para el desarrollo y maduracién del oocito (Xu ef al., 1986; Sanbuissho y Threifall,
1989). Los papeles que puedan jugar estos dos grupos de componentes, factores de
crecimiento y sueros, en los sistemas de maduracién y fecundacién in vitro de
oocitos bovinos, son un paso mds para aclarar, en lo posible, los mecanismos que

intervienen en estos procesos.
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1.- OBTENCION DE OVARIOS Y OOCITOS.

Todos los ovarios empleados en este trabajo se consiguieron de vacas
sacrificadas en matadero. La disponibilidad de animales en el matadero nos permitié
elegir, en o posible, 1a edad de los animales sacrificados, escogiendo novillas como
objeto de nuestra experimentacion; aunque hay algunos autores que seitalan que
novillas y vacas adultas, con mds de tres afos, tienen las mismas posibilidades de
que sus oocitos maduren in vitro (Katska y Smorag, 1984), 1a mayorfa de los autores
sefialan, por el contrario, que los ovarios de novillas contienen menos foliculos
atrésicos y oocitos degenerados y que, ademds, los oocitos procedentes de estos
ovarios tienen un mejor comportamiento en los sistemas de fecundacién in vitro y
desarrollo embrionario posterior. Ademds, en nuestro caso, experimentos previos
demostraron que las vacas de m4s de tres anos tuvieron unos indices de maduracién

in vitro significativamente peores que los provenientes de animales mds jévenes.

La obtencién de los ovarios desde que los animales fueron sacrificados fue
lo mds rdpida posible y, desde este momento, se intenté mantener la temperatura
constante (ya que las oscilaciones térmicas pueden dafiar a los oocitos, First y
Parrish, 1987) en todos los pasos de los procesos de maduracién y fecundacién in
vitro . Por esta razén, se transportaron los ovarios en un termo con PBS a 38°C, de
acuerdo a lo que sefialan otros autores (First y Parrish, 1987). El tiempo empleado
en trasladar los ovarios hasta el laboratorio también es un pardmetro importante y
la mayoria de los trabajos publicados hacen referencia a un tiempo inferior a las 5
horas (Katska y Smorag, 1984; First y Parrish, 1987); en nuestro caso, por estar el
matadero relativamente cercano a nuestro laboratorio, se tardaba, normalmente, un
tiempo inferior a la hora y media desde 1a obtencién de los ovarios hasta Hegar al
laboratorio. Cuando los ovarios van a permanecer un tiempo almacenados antes de
su utilizacién -por ejemplo si el matadero se encuentra muy lejos del laboratorio- es
preferible conservarlos a 20°C, ya que, se ha demostrado que manteniéndolos a
39°C o0 4°C se producfan peores resultados de maduracién y fecundacién que a
20°C (Yang ez al., 1990).
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El traslado de los ovarios se efectiia normalmente en soluciones salinas con
una suplementacidon de antibiéticos, para evitar en lo posible la proliferacién
bacteriana. Otros autores han empleado simples soluciones salinas fisiol6gicas para
este traslado (Leibfried-Rutledge e al., 1987; Sirard, 1989) pero en cualquier caso
siempre suplementada con antibiéticos. En nuestro trabajo se prefirié hacerlo con
PBS a 38-39°C ya que, ademds de la temperatura, juzgamos importante ia capacidad
tampdn de esta solucién para impedir oscilaciones bruscas del pH.

a.- Obtencién de los oocitos.

La recuperacién del mayor niimero posible de cocitos a partir de los foliculos
ovdricos, depende de varios factores. El primero de ellos es el tamafio folicular
elegido. La mayoria de los autores escogen foliculos con didmetros comprendidos
entre 2 y 8 mm, ya que son los que tienen oocitos capaces de madurar in vifro con
mayor garantfa (Fukui y Sakuma, 1980; Motlik y Fulka, 1986); foliculos de este

tamario son los que se han empleado en este trabajo.

En la bibliografia consultada, los autores muestran sus preferencias a la hora
de obtener los oocitos, valorando unos y otros, la conveniencia de utilizar la puncién

y aspiracion del contenido folicular o emplear la diseccién y ruptura de los foliculos.

La diseccién de los foliculos ovdricos tiene la ventaja de obtener un fndice
de recuperacidn elevado -entre foliculos diseccionados/oocitos obtenidos-, superior
al 90% (Katska, 1984; Lonergan et al., 1991; Pavlov er al., 1992), frente a los
valores obtenidos por aspiracidn que, en las mejores condiciones, se encuentran
cercanos al 70% (Lonergan ef al., 1991; Herlerr ef al., 1992); sin embargo, la
diseccién folicular, tiene dos inconvenientes: 1) el tiempo empleado para obtener los

oocitos y ii) la calidad de los mismos con vistas a la maduracién in vitro.

En cuanto al primer punto, en nuestro trabajo se eligié la aspiracién folicular
porque se considerd, como factor muy importante, la rapidez en la obtencién de los

oocitos ya que, este proceso, exige que las condiciones de temperatura y pH varien
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lo menos posible desde que se obtienen los ovarios hasta que los oocitos se
introducen en el medio de maduracién. Por otro lado, la ventaja que supone la
diseccion de foliculos en la totalidad del ovario y, de este modo, conseguir un mayor
nimero de oocitos, queda neutralizada frente a la técnica de la aspiracién de
foliculos, aunque sean superficiales, al sefialar, varios autores que, los oocitos
obtenidos por diseccion, tienen una capacidad de madurar y desarrollarse in vitro
menor que los procedentes de la puncién y aspiracién folicular (Arlotto et al., 1990;
Takagi et al., 1992).

El nimero de folfculos aspirados en nuestra experiencia fue 8,3 de media por
ovario. Este resultado, estd de acuerdo con los valores obtenidos por algunos autores
(Katska, 1984; Herlerr et al., 1992), e incluso es ligeramente mayor al de 6,3/ovario
sefialado por otros (Pavlov et al., 1992); aunque, también, es ligeramente inferior
al indicado en otros trabajos, que han obtenido un niimero de 14,6 foliculos/ovario
(Lonergan et al., 1991); la mayoria de estos estudios, indican que existe una
marcada variabilidad en el nimero de foliculos aspirados por ovario, que también
se presentd en nuestro trabajo debido, probablemente, a las diferentes procedencias

y condiciones de los animales que llegan al sacrificio en el matadero.

El producto de la aspiracién folicular se puso en tubos c6nicos de centrifuga
de 15 ml, y de aqui, sedimentaron y se recogieron los oocitos. Este es el mismo
procedimiento utilizado por Leibfried y First (1979) y Sirard (1989); ademds,
permite un obtencién rdpida de los oocitos y evita tener que examinar la totalidad
del liquido folicular obtenido después de la aspiracién, lo que presenta una ventaja

frente a la utilizacidn de placas Petri para la recogida de los oocitos.

Como medio de lavado de los oocitos se empled el mismo medio (M-199)
que en la maduracién in vitro posterior, suplementado con un pequeiio volumen de
SFB (2%) y con sales de HEPES (25 mM); la presencia de suero tuvo por objeto
asegurar el aporte proteico de los oocitos durante el tiempo que se tardé en lavarlos
y seleccionarlos mientras que, las sales de HEPES, tuvieron por objeto mantener el

pH del medio dentro de los valores fisioldgicos, ya que, sin CQO,, estas sales tienen
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un comportamiento tampén mejor que el del bicarbonato sédico, que es el que se

utiliza en el medio de maduracién.

En nuestro trabajo se utilizaron cinco lavados de los oocitos antes de
incorporarios al medio de maduracién in vitro. Este es un mimero superior a los tres
lavados que emplean otros autores (Leibfried-Rutledge er al., 1987; Sirard ef al.,
1989) y similar al utilizado por otros (Younis ef al., 1989; Fukui, 1990) ya que, de
acuerdo con estos ultimos, nos parecié fundamental eliminar, en todo lo posible,
elementos foliculares que impiden o dificultan la maduracién, como el liquido

folicular, sangre, células de descamacién, etc.,

El porcentaje de recuperacién de oocitos fue, en nuestras experiencias, del
66,9%. Este valor, es similar al 66,4% obtenido por Lonnergan et al. (1991) y
ligeramente inferior al 69,9% mostrado por Herlerr er al. (1992); sin embargo, los
porcentajes de nuestro trabajo, son superiores que el 54,3% y 43,2%, indicados por
Fukui y Sakuma (1980) y Katska (1984), respectivamente. En ello puede influir la
eleccion del método de aspiracion, ya que, estos tltimos autores emplearon agujas
de 22 y 21 G, que tienen didmetros més estrechos que las de 18 G empleadas en

nuestro trabajo y por los autores gue obtuvieron mds de un 65% de recuperacién.

El tipo y porcentaje de oocitos seleccionados, para el cultivo de maduracién
in vitro, varia segun los diversos autores. Aquellos que sélamente emplean oocitos
con cimulo completo y mds de 6 capas de células (que en nuestro estudio se han
denominado oocitos de tipo A), sefialan que, los porcentajes de seleccién, son del
65% de los oocitos recogidos (Berg y Brem, 1990), 57% (Fukui, 1989), 45%
(Katska, 1984), 40% (Katska y Smorag, 1984), 36,5% (Herrler et al., 1992), 32%
(Lonergan er al., 1991) y 20,1% (Arlotto et al., 1990). En nuestro trabajo, se
seleccionaron un 24,6% de oocitos del tipo A, respecto del total de los oocitos
conseguidos tras la aspiracién folicular, y el total de los oocitos seleccionados (de
los tipos A, By C) fue de un 40,7% respecto del total de los oocitos obtemdos. Este
nimero es inferior del que obtuvieron Lonergan ef al. (1991) para los mismos tipos

morfolégicos, ya que consiguieron un 57,1% de oocitos de los tres tipos; sin
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embargo, estos mismos autores, no llevaron a cabo una seleccién posterior de los
o0citos, para descartar aquellos que no sean aptos para la maduracién, hecho que en
nuestro estudio se consideré fundamental ya que, prcticamente todos los autores,
~ seflalan que la seleccién de los oocitos antes de la maduracién in vitro es muy
importante para asegurar el €xito de la misma (Leibfried y First, 1979; Fukui y
Sakuma, 1980; First y Parrish, 1987; Gordon, 1990; Herlerr et al., 1992).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio sefialan que, después de la
seleccién y clasificacion de los distintos tipos de oocitos, los porcentajes de
obtencién, respecto del total de oocitos seleccionados, fueron de un 37,7% para los
oocitos de tipo A, 32,1% para los del B y 29,1% para los del C. Estos valores, para
los tipos B y C, son superiores a los que obtuvieron Katska y Smorag (1984), pero
similares a los datos aportados por Lonergan er al., (1991). Otros autores, (Xu et
al., 1987; Fukui, 1990), utilizan también en sus trabajos varios tipos morfoldgicos
de oocitos, clasificados de acuerdo a las caracteristicas del cimulo celular, pero no
muestran, en dichos trabajos, los datos relativos a los porcentajes de recuperacién

y seleccion de los distintos tipos de oocitos.

En cuanto al nimero de oocitos obtenidos por ovario, los resultados
mostrados por los distintos trabajos consultados ofrecen mucha variabilidad. Algunos
autores exponen en sus resultados, un nimero de oocitos/ovario de 11,1 (Sato et
al., 1990), 4,9 (Funakashi er al., 1991), 14,6 (Lonergan et al., 1992) y 8,9 (Takagi
et al., 1992). Todos estos resultados se refieren a oocitos con cimulo, lo que en
nuestro trabajo denominamos oocitos de tipos A y B. Los resultados de nuestro
estudio, 2,4 oocitos con cimulo/ovario, fueron andlogos a los descritos por otros
autores, que mostraron cifras de 2,5 (Arlotto er al., 1990) y 2,1 (Herlerr et al.,
1992). Probablemente, estas diferencias entre unos y otros autores, se deban, a las
caracteristicas de las hembras sacrificadas en el matadero y, sobre todo, a una mayor
seleccidn de los oocitos recogidos tras la puncion folicular, antes de introducirlos en

el medio de maduracion in vitro.
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La clasificacién de los oocitos para la maduracién in vitro se hizo de acuerdo
al nimero de capas que presentd el cimulo celular. Se efectud de esta manera para
tratar de evaluar, en lo posible, si la seleccion de los oocitos, en base a esta cualidad
morfolégica y dependiendo de las caracterfsticas del medio de cultivo empleado,
podia influir tanto en la maduracién como en la fecundacidn in vitro. Este objetivo
ha sido estudiado por diversos autores, aunque con algunas variaciones respecto a
la clasificacién del cimulo celular y la composicién de los medios de cultivo
empleados en nuestra experimentacién (Xu ef al., 1986; Lonergan er al., 1991; De
Loos et al., 1992). En cualquier caso, los oocitos, cualesquiera que fuera el tipo de
cimulo celular, fueron seleccionados en base a la integridad del cimulo y
citoplasma, cuestion que la mayorfa de los autores establecen prioritaria y
fundamental antes de comenzar el cultivo de maduracién in vitro (Xu et al., 1986
y 1987, Shioya et al., 1988; Younis et al., 1989; Lonergan et al., 1991; De Loos
et al., 1992; Herlerr et al., 1992).

b.- Medio de cultivo.

El medio base de maduracién in vitro de nuestro trabajo fue el M-199
suplementado con sales de Earle que es, con mucho, el medio més utilizado por los
distintos autores para conseguir la maduracidn in vitro de oocitos de ganado vacuno.
En este trabajo, se ha utilizado una modificacién de la formulacién original del
medio, descrito por Morgan (1950), basada en la adicién sales de Earle y glutamina,
de igual manera a la descrita por Lu er al. (1987) y una suplementacién de
bicarbonato sédico (Eng er al., 1990), con el fin de procurar un aporte energético

al oocito y mantener un pH dentro de los valores fisiol6gicos.

El medio se dispuso en forma de microgotas cubiertas con aceite de silicona
liquido. Se eligié este método porque uno de los objetivos fundamentales de las
distintas experimentaciones de maduracién y fecundacién in vitro, fue evaluar las
diferencias existentes entre los tres tipos morfolégicos de oocitos clasificados, lo que

exigia un aislamiento entre ellos que sélamente se podia lograr mediante el uso de
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microgotas; el volumen fue de 50 ul por su facilidad de manejo y se utilizaron
placas Petri de 9 cm de didmetro, en lugar de las placas de 3 cm empleadas por
otros autores, ya que, podian contener un mayor niimero de microgotas de acuerdo

con el mimero de oocitos empleado, sin ser excesivamente grandes para manejarlas.

Todos los medios de cultivo utilizados en este trabajo, excepto el medio
empleado para lavar el semen, fueron equilibrados en la incubadora de CO, durante
dos horas, por lo menos, antes del comienzo de los periodos de cultivo. Este tiempo,
que en algunas ocasiones incluso fue mayor, aseguré que el medio de cultivo
adquiriera -se equilibrara- las caracteristicas de temperatura y atmésfera gaseosa del
ambiente que le rodeaba; de esta manera se procuré que, los oocitos y los
espermatozoides, no sufrieran cambios bruscos de sus condiciones fisicoquimicas.
Se dispusieron un nimero de 5 oocitos por microgota que, de acuerdo con otros
autores (Shioya et al., 1988; Rose y Bavister, 1992), permitié un aporte de los

componentes de los medios adecuado a cada oocito.

c.- Composicion de los medios.

Ademds del medio bdsico de cultivo (M-199), los distintos tratamientos a los
que se sometieron los oocitos para su maduracion in vitro, estaban suplementados
con sueros y factores de crecimiento (exceptuando el tratamiento 1 que sélamente

se formulé con M-199), en unas cantidades que, seguidamente, se van a indicar:

i} Sueros. Como suplementacién de los medios de maduracién se utilizaron
sueros con el fin de suministrar un aporte proteico al oocito. Se eligié 1a
suplementacién con SFB y SVE frente a la del BSA porque esta iltima no puede
soportar el gasto energético que supone la expansién del cimulo celular (Leibfried-
Rutledge et al., 1986), cuya evaluacién era, por otro lado, uno de los objetivos
experimentales de nuestro trabajo. Los sueros empleados, SFB y SVE, se utilizaron
con una concentracién del 10% v/v en el medio de cultivo. La eleccidon de esta

concentracién estuvo fundamentada en los trabajos de diversos autores (Leibfried-
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Rutledge ef al., 1986; Sanbuissho y Threlfall, 1989; Kim, 1990) que, dentro de unos
limites de variacion del 10% al 20%, sefialaban que la dosis més efectiva era un
10% v/v de suero en el medio. Sanbuissho y Threlfall (1989) senalaron que es mds
16gico utilizar en los sistemas de maduracion SVE que el SFB ya que, en
condiciones in vivo, €l oocito recibe durante la maduracién el aporte de sustancias

nutritivas maternas de origen sérico.

ii) Factores de crecimiento. La dosis empleada por los -pocos- autores que
han utilizado EGF en los medios de maduracion in vitro de oocttos, fue de 25 ng/ml
(Dekel y Sherizly, 1985), aunque los primeros sefialaban que quizés esta dosis era
insuficiente para lograr el mdximo efecto posible en la maduracién de los oocitos de
ratona. En la maduracidn de oocitos de cerda, Illera ef al. (1992) utilizaron 50 ng/ml
de EGF, con los que han obtenido buenos resultados. Sommer et al. (1992) sefiala,
no obstante, en esta misma especie animal, que una concentracién mas baja de EGF,
de 1 a 10 ng/ml, ofrece los mejores resultados. En el ganado vacuno, Sanbuissho
et al. (1990), utilizaron 5, 10 y 50 ng/m! de EGF en el medio, observando una
posible relacién dosis-efecto en la maduracién in vitro de los oocitos cuando aumentd

la concentracién de EGF en el medio de maduracion.

En nuestro estudio, ademds de tener en cuenta estos trabajos, se eligié la
dosis de EGF (20 y 50 ng/ml) debido a la existencia de concentraciones similares
en el liquido folicular porcino y humano (Hsu er al., 1987); de este modo, la
concentracién de EGF empleada en nuestro trabajo, traté de reproducir, en lo

posible, los niveles que este factor de crecimiento presenta en condiciones in vivo.

En relacién a la concentracidn utilizada de IGF-1 en el medio de maduracién
in vitro, se eligié la dosis de 100 ng/ml que, segin demostré Downs (1989), fue la
que presentd una mayor eficacia -entre 1, 10 y 100 ng/mi de medio- para inducir la
activacion de la meiosis en los oocitos de ratona; esta dosis también ha sido
empleada por Illera (1992) en oocitos porcinos. Por otro lado, hay que destacar, que
Echternkamp ez al. (1990) mostraron que el liquido folicular vacuno presentaba una

concentracién de IGF-1 andloga también a la empleada en este trabajo, por lo cual
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se eligié esta concentracién en el medio de maduracién in vitro para que, como en
el caso del EGF, se imitara en lo posible las concentraciones que el IGF-1 presenta
in vivo. En estudios recientes donde se ha utilizado IGF-1 como componente del
medio de maduracién (Herler er al., 1992), se empleé una dosis de 50 ng/ml,
aunque en dicho trabajo, se escogié dicha concentracion de acuerdo a su influencia
sobre los cultivos de células granulosas, no en relacién a estudios de maduracién in
vitro de oocitos y, ademds, s6lamente se evalué la influencia de dicho factor sobre
la expansién del ciimulo celular y sobre el desarrollo embrionario posterior, pero no
sobre la maduracién y la fecundaci6n in vitro antes del comienzo del desarrollo

embrionario.
d.- Condiciones del cultivo de maduracidén in vitro.

En lo que respecta a las condiciones ambientales del cultivo de los oocitos,
se escogié la temperatura del cultivo de acuerdo con la temperatura corporal de la
especie (39°C), una presién osmética fisioldgica de 295+5 mOm/L y un pH de 7,4
que se mantuvo en el medio con una concentracién del 5% de CO, en el aire.
Ademds de estos pardmetros, se utilizé en la incubadora una humedad relativa
cercana al 100%, de modo que todas estas condiciones tendieron a imitar las

condiciones a las que estd sometido el oocito in vivo.

El periodo de maduracién fue, en nuestro trabajo, de 24 horas, ya que, en
condiciones in vivo, es ¢l tiempo que tarda el oocito en llegar al estadio de metafase
II después del pico de la LH (Hyttel er al., 1988). Esta duracion del cultivo est4 de
acuerdo con la que utilizan la mayorfa de los autores consultados (Suss y Wuthrich,
1985; Xu et al., 1986, 1987; Leibfried-Rutledge er al., 1986; Lu et al., 1987,
Younis et al., 1989; Gordon, 1990; Fukui, 1990; Rose y Bavister, 1992), Sin
embargo, recientemente, Dominko y First (1992) han sefialado que los mejores
resultados de maduracidn, con vistas a la fecundacidn y al desarrollo embrionario
in vitro hasta el estadio de blastocisto, se obtuvieron con periodos de maduracién in

vitro de 16 a 20 horas, lo cual deberd ser tenido en cuenta en futuros experimentos.
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e.- Criterios de maduracion in vitro.

Los criterios de maduracién se basan en averiguar la configuracién meidtica
del oocito. Para ello es preciso que sean fijados y tefiidos. La técnica de fijacion y
tincién empleada en este trabajo es la utilizada por la mayoria de los autores.
Permite una visualizacién fécil y relativamente rdpida de las estructuras nucleares,
aunque presenta un inconveniente, que es, como sefialan Trounson et al. (1978) y
Xu er al. (1986), que en determinadas ocasiones, en un oocito maduro -metafase II-
el colorante puede arrastrar y hacer desaparecer el primer corpiisculo polar, con lo
cual, la configuracién cromosdmica presentaria el estadio de metafase I. Este hecho
se da raramente y este método se muestra, con todo, como uno de los mejores
sistemas para averiguar el estadio de maduracién alcanzado. En nuestro trabajo, se
introdujo una modificacién del método de fijacion y tincién habitualmente descrito,
como fue la utilizacién de silicona liquida entre cubreobjetos y portaobjetos. De esta
manera, ambos cristales quedan mejor fijados que con la mezcla de parafina-vaselina
empleada en otros trabajos y, después de la tincién, los oocitos se pueden visualizar

mejor.

El criterio de maduracién nuclear cominmente seguido por los autores es el
de considerar, como oocito maduro, aquel que se encuentre en el estadio de metafase
II. Algunos trabajos designan como oocitos madurados a aquellos en los que se
produjo la desaparicién de la vesicula germinal (GVBD), incluyendo los estadios de
GVBD, metafase 1, Anafase I y Telofase I, ademds de la metafase II (Dekel y
Serizly., 1985; Feng et al., 1988; Downs et al., 1989; Downs, 1989; Armstrong et
al., 1991; Brucker et al., 1991). Sin embargo, en este trabajo, se establecid el
criterio de maduracién de los oocitos en la consecucién del estadio de metafase II,
ya que es el estadio al que tiene que llegar el oocito antes de la fecundacién en
condiciones in vivo y, por lo tanto, el mds apropiado para valorar, con la mixima

certeza, el éxito de la progresién meidtica durante la maduracion in vitro.

2.- EXPANSION DEL CUMULO CELULAR.
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En condiciones in vivo, las células del cimulo comienzan su expansion
después del pico de las gonadotropinas,' justo antes de la ovulacién. En los oocitos
bovinos, esta expansién comienza debido a la actuacién de la FSH, que efectia su
accién mediante un mecanismo en el que estd implicado el AMPc. La importancia
dada a la expansién del cimulo celular se debe a que estas células actian como
intermediarios de la accién ejercida por las gonadotropinas, hormonas esteroides,
factores de crecimiento y otros compuestos intrafoliculares que, mediados por
mensajeros celulares (AMPc, caimodulina, Ca’*), ejercen acciones sobre el oocito
(Hyttel, 1988; Gongalves y Graves, 1992).

Uno de los resultados mds evidentes de la expansién es la mucificacion del
cumulo celular, debido a la secreccién por parte de éste, de un glicosaminoglicano
no sulfatado, el dcido hialurénico, que se dispone en la matriz intercelular y provoca
la separacion entre las células del cimulo (Ball ef al., 1984). De esta manera, en el
momento de la ovulacién, las células del cimulo se han expandido en compds con
la progresién meidtica del oocito hasta la metafase JI. La importancia de la
expansién del cimulo celular estriba en su importancia para favorecer la fecundacién
de los oocitos; la expansién completa del cimulo influye, por un lado, en los
mecanismos de capacitacién, y por otro, permite efectuar una seleccién de los

espermatozoides que llegan al oocito.

Algunos autores, sefialan que esta similitud entre expansién del cimulo y
maduracién del oocito, puede ser un indicador de la maduracién del mismo. En
nuestro trabajo, se ha medido la influencia que los sueros y factores de crecimiento,
conjunta y separadamente, tienen sobre el grado de expansion del cliimulo celular,

para después indicar la relacién existente entre éste y la maduracién del oocito.

Los autores que han estudiado este proceso han clasificado la expansién
sufrida de varios tipos: Hensleigh y Hunter (1983) lo hacen en tres categorfas de
acuerdo al grado de expansion del cimulo (1 a 3) comparado con la expansién de
los oocitos madurados in vivo a los que dan un valor de 4. Behnke (1987) lo hace

en tres categorias. Downs (1988) sefiala § tipos de expansién {(de O a 5) de acuerdo
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al tamafio del cimulo. Musse (1990) clasifica la expansién del cimulo en 4
categorfas (de 0 a 3) de acuerdo a su grado de mucificacién. En nuestro trabajo se
clasificé la expansién del cimulo celular de acuerdo a la relacién entre éste y el
tamafio del oocito, de modo que la expansién mdxima (+ ++) fue aquella que
presentd un didmetro de mds de tres veces el del oocito, similar al criterio de
Behnke (1987).

En el tratamiento control, sin ninguna suplementacién de sueros ni factores
de crecimiento, se obtuvieron valores del 23% de expansién mdxima. Este resultado
es similar al sefialado por Hensleigh y Hunter (1983), con un 18% de expansion
mdxima en un medio de maduracién sin ninguna suplementacién de suero ni de
hormonas. Sin embargo, estos datos (mostrados en la Tabla 7), en el medio control,
fueron superiores a los obtenidos por Younis y Brackett (1992) con un 11% de
expansién mdxima cuando utilizaron M-199 sin suero. Es destacable que casi un
70% de los oocitos no presentaron practicamente expansién del climulo, de acuerdo
con los datos seialados por los autores anteriores. Este resultado es 1égico ya que,
el medio control, no tiene pricticamente ningin factor que permita la expansién del

cimulo, ni hormonas ni los factores nutritivos que van incluidos en el suero.

Cuando se utilizaron sélamente sueros en el medio de maduracién, el
porcentaje de expansiéon madxima aumentd respecto del control; asi, con el SFB fue
de un 36,1% similar al 40,3% obtenido por Behnke (1987) utilizando el medio
MEM. Este valor no fue muy distinto al del medio control, pero hay que tener en
cuenta que con el SFB casi un 70% (69,6%) de los oocitos presentd alguno de los
grados de expansion del cimulo, mientras que, en el control, ese mismo porcentaje

(69,2%) fue de oocitos que no tuvieron practicamente expansion.

Cuando se afiadié SVE al medio se obtuvo la mdxima expansion del cimulo
celular, de acuerdo a lo descrito por Schellander et al. (1990). El valor de expansién
méxima fue del 52,9%, valor andlogo al 53% obtenido por Sanbuissho y Threlfall
(1989) que utilizaron también un 10% de SVE en el medio de maduracién. Otros

autores, indican un porcentaje de expansidn del 95% cuando usan este tipo de suero,
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pero no seialan si ese valor es de expansién mdxima o s6lamente de expansién del
cimulo (Schellander et al., 1990); en este dltimo supuesto, el valor alcanzado en

nuestro trabajo, en dicho medio, fue del 86,3%.

Otros autores han evaluado el grado de expansién del ciimulo celular cuando
sometieron los oocitos a un medio de maduracién in vitro con suero y hormonas
gonadotropas (FSH y LH). Olson ef al. (1990) obtuvieron un 64% de expansién
mdxima, al utilizar SFB y FSH, mientras que Armstrong et al. (1991), también con
FSH, consiguieron un 100%, pero no seialaron que grado de la misma alcanzé el
cimulo celular; sin embargo, Zuelke y Brackett (1990) demostraron que
suplementado el medio con LH, la expansién producida fue mucho menor a la
inducida por la FSH, pero el oocito no perdia su capacidad de madurar in vitro.
Younis y Brackett (1992) indicaron que el medio de maduracién suplementado con
SFB + TSH permitid lograr un 64% de expansién mdxima, con lo que mostraron
que la TSH también tuvo un efecto positivo en la expansion del ctimulo de oocitos
bovinos frente a los tratamientos sin esta hormona. En Ia especie porcina, Musse
(1990) obtuvo los mayores indices de expansidn del cimulo celular cuando utilizé,
en el medio de maduracién, una suplementacién de suero de cerda en estro (10%),

FSH (5 pg/ml) y LH (1 pg/mi).

Este ligero aumento de los indices de expansién, cuando se utilizan
hormonas, respecto a los conseguidos sélamente con SFB, se debe a que la FSH y
LH, en combinacién, estimulan la expansion del ciimulo, aunque también se ha
descrito una cierta variabilidad entre la respuesta individual del cimulo y la dosis
de gonadotropinas empleadas (Ball et al., 1984; Musse, 1990); este mismo autor ha
descrito que, estas gonadotropinas, no tienen la misma capacidad para estimular el
cimulo cuando se utilizaron de manera aislada, ya que, la FSH presentd porcentajes

de expansién sensiblemente mayores que la LH.

En nuestro trabajo, la adicion de factores de crecimiento a todos los
tratamientos empleados para evaluar la expansién del cimulo celular, aumentaron

considerablemente la tasa de expansién mdxima, tanto en los tratamientos sin suero,
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como cuando el medio Hlevé SFB o SVE. Las diferencias, entre los dos factores de
crecimiento utilizados, se evidenciaron mds en el grupo de tratamientos que no
incluyeron sueros. En ellos, el EGF presentd el valor més alto, 46,5% de expansién
mdéxima, mientras que el IGF-1 mostré un valor sensiblemente inferior (28,7%),
aunque provoco una expansion total (suma de los criterios +, ++ y +++) mayor
que la del control. La adicién conjunta de los dos factores de crecimiento mostré una
expansion mdxima inferior a la que produjo el EGF sélo (42,8% frente al 46,5%),

pero el total de los oocitos con expansién del cimulo si que fue mayor.

La expansién del cimulo celular provocada por el EGF en los oocitos
bovinos madurados in vitro, no ha sido estudiada, hasta el momento, por ningiin
autor, pero Downs (1989) si efectud estudios en este sentido en oocitos de ratona.
Este autor indica, de igual manera que ocurre en nuestro trabajo, que el EGF es el
factor de crecimiento que provoca el mayor porcentaje de expansién del cimulo
celular (en su trabajo, cercano al 100%). Los resultados que este autor obtiene son
mayores que los de nuestro estudio debido, probablemente, a que utiliza EGF de
origen murino en oocitos de ratona, lo cual le otorga una especificidad de especie
considerable; ademds, el mecanismo por el que se produce Ia expansién del cimulo
en los oocitos murinos estd regulado, en su mayor parte, por las concentraciones y
fluctuaciones del AMPc, mientras que en el cimulo celular de los oocitos bovinos,
ademds del AMPc, también intervienen otros mensajeros intracelulares como la
calmodulina, diacilglicerol y calcio iénico (Gongalves y Graves, 1992), sobre los

que, probablemente, el EGF no actie de igual manera que sobre el AMPc.

El valor de la expansién mostrado por la utilizacidn de FC fue superior a los
medios que sélamente contenian suero; ademds, la adicién de suero con factores de
crecimiento aumentd, en todos los casos estudiados, los porcentajes de expansién
médxima y, muy especialmente, cuando se¢ utilizé SVE. En ambos casos -SFB y SVE-
el IGF-1 fue el que peor comportamiento tuvo, cercano incluso, al valor del control
con SVE (54,4% frente a 52,9% de expansién mdxima, respectivamente). Herler et
al. (1992} estudiaron la expansién del ciimulo provocada por el IGF-1 en un medio

de maduracién con 10% de SVE y sus resultados de expansién (48%) son algo
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menores a los de nuestro trabajo, aunque creemos que ello puede ser debido a que
utilizaron en sus medios de maduracién 50 ng/ml de IGF-1, 1a mitad de Ia

concentracion que se utilizé en este trabajo.

Buccione et al. (1990) sehalaron que la expansién del cimulo requerfa la
accion de un factor endocrino, la FSH, que comenzaba su actuacién gracias a la
actuacién paracrina de un compuesto soluble que era secretado por el propio oocito
y actuaba en el ciimulo. La actuacién de los factores de crecimiento sobre el ciimulo
pueden, quizd, explicarse dentro de este contexto; asi, las acciones ejercidas por este
compuesto desconocido pueden ser mediadas por los factores de crecimiento, de tal
manera que, en ausencia de hormonas gonadotropas, como la FSH, estos FC
provoguen la expansién por los mismos mecanismos. La leve accién de expansién
del cimulo ejercida por el IGF-1 podria explicarse porque este factor tiene
receptores en el propio oocito (Balboni ef al., 1987), a diferencia del EGF que sélo
los tiene en las células de la granulosa, y puede que, en el mecanismo de
reconocimiento, la molécula de IGF-1 interfiera con el compuesto que estimula la

expansién, secretado por el propio ococito.

Ademis de Downs (1989) en la ratona, otros autores (Zhang et al., 1991)
utilizaron un andlogo del IGF-1, la insulina, en el medio de maduracién in vitro de
oocitos bovinos y evaluaron la expansién que produjo, evidenciando un leve efecto
positivo respecto del medio control. Downs sefiald que el efecto de la insulina era
peor que ¢l producido por el propio IGF-1, probablemente debido a que el IGF-1

presenta mayor afinidad por los mismos receptores de la membrana celular.

La tabla 9 y el Gréfico 1 de los resultados, muestran el porcentaje de los
oocitos que tuvieron la mdxima expansién del cimulo celular y el porcentaje de
maduracién in vitro de estos oocitos. En ellos se puede observar la relacion existente
entre el grado de expansién médxima y el de maduracién alcanzado; en todos los
casos, los valores de maduracién fueron mayores a los de expansién, de acuerdo con
lo indicado por Behnke (1987). Especialmente evidente fue la relacién mostrada en

el caso de los tratamientos que incluyeron ambos factores de crecimiento, en los que
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existid una relacién estrecha con el fndice de expansién. Curiosamente, estos
tratamientos son ademds los que, dentro de su mismo grupo, presentaron los {ndices

de expansién y maduracién més altos.

En los tratamientos con IGF-1, sin suplementacién de suero, es destacable,
al igual que lo han hecho Herlerr er al. (1992), que la diferencia entre los valores
de expansién y maduracién no ofrecid ninguna correlacién, presentando valores muy
distanciados entre si; sin embargo, pese a los bajos valores de expansién respecto
al resto de los tratamientos con factores de crecimiento, los porcentajes de
maduracién no mantuvieron las mismas diferencias, sino que fueron similares e
incluso superiores (caso del tratamiento que ademds del IGF-1 incluyé SVE) a los
de los otros factores de crecimiento. Este hecho nos parecié indicar que el efecto
que el IGF-1 ejerce sobre la maduracién estd mediado, en parte, por las células del
cimulo, aunque no de la misma manera que en el caso del EGF. Por lo tanto, de
igual manera que la indicada por Herlerr et al. (1992), la maduracién nuclear

provocada por el IGF-1 no se corresponde con la expansién del cimulo.

Con los datos obtenidos en nuestro trabajo no se puede asegurar
rotundamente que, mediante la evaluacién de la expansién del cimulo celular, se
pueda averiguar el porcentaje de maduracién in vitro alcanzado. Esto es
especialmente cierto cuando se utiliza una sustancia como el IGF-1 para favorecer
la maduracidn in vitro ya que, como se ha sefialado, no actia de igual manera en el
nicleo del oocito que sobre las células del cimulo que le rodea. Por otro lado,
distintos autores, sefialan que la expansién del cimulo celular y la maduracién del
oocito son procesos independientes (Schoroeder y Eppig, 1983) o que van unidas
(Buccione ef al., 1990). Lo que si se ha indicado es que, si se inhibe la accién que
provoca la FSH en el ciimulo celular, ni este se expande ni el oocito madura (Eppig,
1982), por lo que, probablemente, la accién del IGF-1 sobre el oocito es

independiente de la accidn que pueda ejercer en el cimulo celular.

Sin embargo, se ha podido encontrar una relacién, entre expansién dei

cimulo-maduracién nuclear, cuando se utilizaron otros factores de crecimiento,
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especialmente la adicién conjunta de ambos factores con sueros. El conjunto de
nuestro experimento nos hace estar de acuerdo con los autores que indican que la
expansion del ciimulo no es un pardmetro absolutamente vilido de 1a maduracién in
vitro del oocito, sobre todo al utilizar IGF-1, pero por otro lado, al emplear otros
tratamientos si se encontrd cierta relacién entre la expansioén y la maduracién. Por
todo ello y en esas determinadas circunstancias, parece adecuado afirmar que, la
valoracién de la expansién del ciimulo celular, es un pardmetro fiable y, sobre todo,
permite que, sin destruir el oocito por medio de las técnicas de fijacién y tincién,
se pueda obtener una aproximacién del comportamiento que han tenido tras el

periodo de maduracion in vitro.

Este hecho tiene especial importancia cuando los oocitos madurados in vitro
estdn destinados a los sistemas de fecundacién in vitro y, por lo tanto, no pueden
destruirse para averiguar su estado de maduracién; de hecho, uno de los factores que
tienen en cuenta ciertos autores a la hora de elegir oocitos para FIV, después del
periodo de maduracion in vitro, es el grado de expansion del cimulo celular (Bail
et al., 1983; Behnke, 1987, Sanbuissho y Threlfall, 1989; Farin, 1991; Pavlov ef
al., 1992).

la realizacién de un mayor nimero de estudios relativos a la influencia y
mecanismo de actuacién de los factores de crecimiento sobre la expansién del
cimulo (sobre todo en la determinacién de los mensajeros intracelulares -
diacilglicerol, calmodulina, AMPc, etc.- implicados en estos mecanismos), serian
de gran ayuda a la hora de establecer las verdaderas relaciones entre expansién del
cimulo y maduracién del oocito para dilucidar si, en virtud del factor de crecimiento
utilizado, son dos procesos distintos e independientes o por el contrario, estdn

intimamente relacionados entre si.
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3.- MADURACION IN VITRO.

Los valores obtenidos en los experimentos de maduracion in vitro se exponen
en en las tablas 10, 11 y 12 para los tipos morfolSgicos de oocitos A, B y C,

respectivamente.

Como ya se ha sefalado en parte anteriormente, el objetivo de estos
experimentos fue utilizar los factores de crecimiento (EGF e IGF-1) en los medios
de maduracion in vitro de oocitos bovinos, dada la escasez de literatura existente al
respecto, para comprobar si, al igual que en otras especies animales, favorecian
dicha maduracién. Para valorar el efecto de los FC, bajo distintas condiciones de
cultivo, se afadieron en el medio de maduracién de la siguiente manera: sin
suplementacién sérica, con suero fetal bovino o con suero de vaca en estro; de esta
manera, en el primer caso, se pudo observar el efecto producido por ellos mismos
en la maduracién in vitro, mientras que, en el segundo y tercer caso, se evalud si
su presencia en el medio de maduracién junto a una suplementacidn sérica

aumentaba o no los indices de maduracién de los oocitos.

Ademés de todo lo expuesto anteriormente, se quiso establecer si los
mecanismos y efectos de los FC que favorecen la maduracidn in vitro utilizan las
células del ciimulo celular que rodea al oocito como mediadores de este efecto, de
la misma manera que, como sefiala Amstrong er al. en 1991, parecen actuar las
hormonas; esta cuestién se aprecié al dividir los oocitos en tres tipos morfolégicos

de acuerdo al nimero de capas del cimulo que presentan.

Los porcentajes expuestos en las tablas anteriormente mencionadas sefialan
los estadios que presentaron los oocitos después del periodo de maduracién. En
adelante, como ya se expuso al comienzo del capitulo de discusién, sélamente nos
referiremos a oocitos maduros como aquellos que llegaron al estadio de metafase II
(M-II), excepto cuando se citen trabajos que expresan la maduracién de los cocitos

como el porcentaje de los que superaron el estadio de vesicula germinal GVBD.
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En los oocitos del tipo A, los datos de maduracion in vitro obtenidos en los

tratamientos controles (T-1, T-6 y T-11) fueron los siguientes:

En el control sin suero se obtuvo un porcentaje de maduracién del 36,5%,
superior a los valores obtenidos por Fukui et al. (1982): 32% con M-199, 22% en
KRB-m y 17% en BMOC-3. Por otro lado, Sanbuissho et al. (1990) emplearon el
medio Ham F-12 sin ningin suplemento sérico, obteniendo en estas condiciones un
34% de metafase II, valor ligeramente mds bajo que el obtenido en nuestro trabajo.
Estos valores tan bajos que ofrecen la mayoria de los autores, obedece a la falta de
suplementacidn proteica y energética de los medios; y, aunque los oocitos son
capaces de completar la maduracién in vitro, el indice de oocitos que al término del
cultivo presentaron algin signo de degeneracién fue mucho mds alto que con los
tratamientos que llevan sueros. En nuestro caso, fue de un 16% mientras que Fukui
et al. (1982) indicaron que hasta un 55% de los oocitos se clasificaron degenerados

cuando falté suero en el medio.

Los porcentajes de maduracién y degeneracién se modifican al afladir sueros
al medio. La suplementacién con componentes séricos {BSA, SFB y SVE) se han
utilizado en practicamente todos los sistemas de maduracion in vitro; esto se debe
a la necesidad metabélica que el oocito tiene para sintetizar sus propias proteinas lo
que, sélamente ocurre en el periodo de maduracién siempre que las condiciones del
cultivo sean adecuadas. Entre los distintos compuestos séricos utilizados, €l BSA es
¢l componente que peores resultados tuvo en los sistemas de maduracién, ya que,
como indicaron Leibfried-Rutledge er al. (1986), no puede soportar el gasto
energético que supone la expansién del climulo celular como tampoco ofrece buenos
resultados de penetracidn de espermatozoides. Por este motivo, el medio de
maduracidn, debe, por un lado, asegurar las condiciones metabdlicas y energéticas
del oocito y por otro, favorecer su fecundacion. Los sueros empleados en este
trabajo fueron FCS y SVE, ya que uno de los objetivos del presente estudio era

analizar aspectos de la fecundacién in vitro.

En los sistemas de maduracién in vitro de muchas especies animales se
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utiliza, como fuente proteica, suero de origen sanguineo, SFB o suero en estro
homdlogo de la especie, como en el ratdn (Eppig, 1989) o en el cerdo (Musse,
1990; Coy, 1992).

En nuestro trabajo, el porcentaje de maduracién con SFB exclusivamente fue
del 41,7%, valor que se aproxima a los que, para este mismo tipo de oocito,
obtuvieron Xu et al. (1986) y Younis y Brackett (1992), que fue del 48% y 46%,
respectivamente. Susko-Parrish er al. (1991) sefialaron un 59% de maduracién en
estas condiciones, aunque estos autores, evaluaron como oocitos maduros, no
sélamente aquellos que llegaron a la M-II sino también a estadios anteriores, como

anafase I y telofase 1.

Los datos obtenidos en el tratamiento con SVE (45,6%) fue més alto que el
presentado con SFB y, sobre todo, con el control. Este valor fue mas bajo que el
69,9% que presentaron Sanbuissho y Threlfall (1989) y el 59,2% de Younis ef al.
(1989). Probablemente, las diferencias que se pueden observar con los resultados de
otros autores, pueden deberse al método de obtencidn y preparacion del suero ya
que, por ejemplo, Schellander er al. (1990) obtienen el suero de vacas sometidas a
tratamientos de superovulacion, lo cual, modifica las concentraciones hormonales del
suero. Por otro lado, tampoco sefnalan la aptitud ni la dieta de los animales utilizados
para obtener el suero, lo cual puede también, influir en las concentraciones

hormonales de LH, progesterona y estradiol sobre tedo (Folman er al., 1983).

Las diferencias entre los dos tipos de suero se encuentran en las
concentraciones hormonales que poseen, ya que, al ser el SVE recogido en las horas
inmediatamente posteriores al inicio de los sintomas psicosomdticos del estro, segiin
Kruip (1988), tienen diferencias en las concentraciones de LH, progesterona,
estradiol y de prolactina (Younis e al., 1989). La adicién de estas hormonas han
justificado, en otros experimentos, un aumento de la maduracién (Zuelke er al.,
1989; Fukui, 1989) pero no asi de prolactina (Younis y Brackett, 1992). Por otro
lado, el SVE empleado por nosostros presentaba una mayor concentracién de TSH

que la del SFB, y de acuerdo con un trabajo reciente (Younis y Brackett, 1992), esta
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hormona puede influir también en el aumento de los resultados de maduracién

cuando se utiliza SVE.

Un hecho a destacar es el descenso en el niimero de oocitos degenerados
cuando se utilizé un tratamiento con suero, desde un 16% en el medio control (sin
suero) hasta el 5,9% y 8,8% en los medios con SFB y SVE, respectivamente. El
dato obtenido con el SFB (5,9%) es similar al 7,5% de Sato et al. (1990) pero
contrasta con el 22% de oocitos con signos de degeneracién que obtuvieron Younis
y Brackett (1992) al utilizar SFB.

En los oocitos tipo B, el tratamiento sin suero produjo el 30,7% de
maduracién. Este valor fue superior al 22% obtenido, en el mismo tipo de oocito,
por King et al. (1986) con el medio KRB-m. En los tratamientos con suero, al igual
que en los oocitos del tipo A, los porcentajes de maduracién aumentaron (41,9% y
50% con SFB y SVE, respectivamente) a la vez que disminuyeron los de
degeneracidn (6,4% y 9,5%); por lo tanto, el efecto del suero, también fue favorable

en este tipo de oocitos.

Los porcentajes de maduracién en el tratamiento sin suero, de los oocitos del
tipo C, fue del 34,3%, mayor que el obtenido por King er al. (1986) pero algo
menor que el 38% senalado, con el medio Ham F-12, por Sanbuissho er al. (1990).
Cuando se utilizé suero, no se produjeron unas diferencias tan evidentes, en los
valores de maduracién, como en los oocitos A y B; con SFB fue del 37,2% y con
SVE el 38,9%. El primero de ellos fue similar al obtenido por Leibfried y First
(1979) y superior al 29% logrado por Susko-Parrish er al. (1992) y el segundo,
inferior al 55% obtenido por Kim y Park (1990) que utilizaron en el medio
concentraciones del 15% y 20% de SVE. Sin embargo, aunque el efecto de la
suplementacion sérica no se demostré claramente en este tipo de oocitos, si que
influyd en lo que respecta al nimero de oocitos que presentaron signos de
degeneracion; de esta manera, se observa en la Tabla 12 de los resultados que, de
un 21% de oocitos clasificados como degenerados, se obtuvieron sélamente el 7,3%

y 10,1% cuando se empled suero en el medio de maduracidn. Al igual que indicaron
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Xu et al. en 1986, este hecho se deba, probablemente, a que las pocas células que
existen en estos oocitos pueden trasladar ciertos componentes séricos al interior del
oocito y, aunque no se aumenta el numero de oocitos maduros, s{ que permite un

menor porcentaje de degeneracién.

Influencia de las células del cumulo.

Las Tablas 19, 20 y 21 muestran ¢l efecto de las células del ciimulo en los
porcentajes de maduracién in vitro, dependiendo del tipo de oocito y del tratamiento
empleado. En todas ellas lo que méds resalta es la gran diferencia que existié entre
los oocitos que tenian todo o parte del cimulo celular y los oocitos denudados. En
concreto, los porcentajes de maduracién fueron considerablemente mayores, excepto
el tratamiento con 20 ng/ml de EGF sin suero, en los oocitos del tipo A frente a los
del tipo C, especialmente, en los medios que llevaron los dos tipos de FC a la vez
y 50 ng/ml de EGF. El comportamiento entre los oocitos del tipo B y C es similar
al indicado anteriormente, aunque las diferencias no son tan acusadas ni se

produjeron en todos los tratamientos.

La razén de este efecto puede ser, de acuerdo con lo sefialado por varios
autores (Downs er al., 1988; Sirard er al., 1992) que los compuestos que mantienen
detenida 1a meiosis provienen del ciimulo celular y pasan al oocito gracias a las
uniones existentes entre éste y las células que le rodean. Cuando llega una sustancia
que interrumpe ese flujo de compuestos inhibidores hacia el oocito, esta
comunicacién climulo-oocito se corta y el oocito se encuentra libre para reanudar la
meiosis. Por lo tanto, en los oocitos denudados, al no existir cimulo celular, no se
pueden ejercer esas acciones, debiendo estar a merced de los estimulos transmitidos
por receptores de la propia membrana del oocito (Downs et al., 1988) o por las
pocas células de granulosa que rodean al gameto y puedan ejercer pequeifios efectos
estimulatorios sobre la maduracién. Las acciones mds especificas de los factores de

crecimiento se discutirdn en las pdginas siguientes.
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Accidén de los factores de crecimiento en la TVM.

Hasta el momento, en la bibliografia consultada, existen pocos trabajos que
traten sobre la influencia que los factores de crecimiento (FC) tienen sobre la
maduracién in vitro de oocitos preovulatorios y, la mayoria de ellos, se refieren a

oocitos de animales de laboratorio (rata y ratén).

Todos los factores de crecimiento que se han utilizado en dichos trabajos
tienen en comuin que actian a dosis muy pequefias (del orden de ng/ml), estdn
implicados en mecanismos fisiolégicos diferentes y que su mecanismo de actuacién
se produce gracias a receptores localizados en las membranas celulares. La
posibilidad de que puedan actuar en la maduracion de los gametos femeninos tiene
su origen en las acciones que ejercen en el aparato genital femenino, ya que se han
aislado en el liquido folicular de varias especies animales, células tecales e
intersticiales ovdricas, ademds de existir receptores para ellos en las células de la
granulosa. No todos los FC empleados, hasta la fecha, en la maduracién in vitro de

oocitos, han demostrado un efecto beneficioso sobre la misma (Downs, 1989).

En nuestro trabajo, se demuestra claramente que los FC de crecimiento
empleados, EGF e IGF-1, separada y conjuntamente, estimulan, de manera
significativa, la maduracién in vitro de oocitos bovinos: este hecho se produjo en
medios de maduracion sin ninguna suplementacién sérica y, también, en medios con
suero en los que, ademds, se alcanzaron los mayores valores de maduracidn de los

00Citos.

a.- Tratamientos sin suero (Grupo control). En el grupo de tratamientos en
los que no se utilizd suero, en los oocitos de tipo A, con ciimulo celular completo
(Tabla 10), el tratamiento con 20 ng/ml de EGF fue ¢l que peor comportamiento
tuvo y pricticamente no se diferencié del tratamiento control (40,4% y 36,5%,
respectivamente). El tratamiento con 50 ng/m! de EGF si tuvo, por el contrario
diferencias significativas frente al control (53,3% frente a 36,5%). Este hecho

coincide con un efecto dosis-respuesta para el EGF, que ya ha sido sefialado por
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varios autores, uno de ellos en la maduracién de oocitos de ratona (Downs, 1989)
y el otro, con oocitos bovinos (Sanbuissho ef al., 1990). En ambos casos, de igual
manera que en nuestro trabajo, al utilizar dosis de EGF cercanas a los 50 ng/ml, se
observd un mayor indice de maduracién y de GVBD; este hecho sin embargo
contrasta con Ja concentracién utilizada por Sommer et al. (1992) en la maduracién
in vitro de oocitos porcinos, donde seiiala que 10 ng/ml e incluso menores, gjercen
mejores acciones que dosis m4s altas. Estos mismos autores fundamentan su eleccién
en que, a dicha concentracién, se produce una mayor incorporacién de aminoécidos
al interior del oocito porcino; sin embargo, otros autores que también han trabajado
en la misma especie, sefialaron que la dosis mds adecuada para conseguir la

maduracidn in vitro fue de 50 ng/ml (lllera e¢ al., 1992).

Los porcentajes de maduracién obtenidos con el EGF son similares a los que
obtuvieron en oocitos bovinos, con la misma dosis aunque con un medio distinto
(Ham F-12), otros autores, En concreto, Sanbuissho et al. (1990) obtuvieron un 85 %
de GVBD frente al 85,2% de nuestro trabajo, mientras que Coskum et al. (1991)
obtuvieron un valor de maduracién mds alto que en nuestro estudio (79%) también
con un medio de cultivo distinto (DME/F-12). Los mayores porcentajes de
maduracién de oocitos en la bibliografia consultada corresponden a los ofrecidos por
Deckel y Serizly (1985) y Downs (1989), ambos con valores del 100% de GVBD,
en oocitos de rata y ratona, respectivamente. Este porcentaje tan alto pudo deberse
a dos causas: la alta especificidad entre el EGF utilizado (estos autores escogieron
EGF de origen murino) que, ademds de este valor de maduracién, permitié un valor
de expansién del cimulo celular cercano también al 100%, y también pudo ser
debido a que en el mecanismo de detencién/activacién meiética del oocito de estas
especies animales, el AMPc juega un papel esencial; esto no ocurre asi en la especie
bovina (Sirard 1992} donde, ademds del AMPc, otra serie de sustancias se
comportan como inhibidores potentes de la reanudacién meidtica (adenosina,

hipoxantina) sobre ias que, probablemente, el EGF no actia de igual manera.

El mecanismo de actuacion del EGF se basa en la inhibicién de la formacién

de AMPc en las células de la granulosa (Deckel y Sherizly, 1985; Feng er al.,
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1986); este compuesto pasa, a través de las uniones intercelulares, al oocito y lo
mantiene en reposo meidtico. Cuando se interrumpen estas uniones, se corta el flyjo
de AMPc, activindose una sefial que implica la entrada del cocito en meiosis. Este
mecanismo de actuacién se apoya en que, como seiiala Downs (1989), el EGF es el
FC que produce una mayor expansion del cimulo, de manera andloga a la FSH; de
esta manera, al igual que indicé Pellicer e al. (1989), la actuacién del EGF puede
comenzar interrumpiendo la accién de esta hormona sobre el cimulo celular, bien
directamente o utilizando su mismo mecanismo de actuacién, obteniendo como
resultado una disminucién en las concentraciones de AMPc. Ademds, el EGF
también presenta ciertas acciones similares a las de la LH, tal y como afirman
Deckel y Serizly (1985), una de cuyas acciones sobre la maduracién del oocito, entre
otras, consiste precisamente en interrumpir las comunicaciones entre el ciimulo

celular y el oocito.

Todavia no se sabe ciertamente cual o cuales son las acciones especificas
ejercidas por este factor de crecimiento sobre el oocito, aunque si se conoce que
después de la unién EGF-receptor se activa un sistema de sefiales intracelulares,
sobre todo de 1a PKC (James y Bradshaw, 1984; Aberdam y Deckel, 1985) que, tras
defosforilar una protefna de naturaleza atn desconocida, intervienen en la
transmisién de seiiales que desencadenardn la activacién meiética. Profundizando
mas atin en estos mecanismos, Newport y Kichner (1984) sefialaron que en concreto,
el mecanismo de activacion meiético del EGF, y probablemente de otros FC, se basa
en la defosforilizacién de un componente del factor promotor de la maduracién

(MPF) que, al activarse, induce el comienzo de la maduracién del oocito.

En lo que respecta al IGF-1, Downs (1989) indic6 que este factor de
crecimiento produjo sélamente una ligera estimulacién de la maduracién in vitro de
oocitos de ratona. Sin embargo, en nuestro trabajo si que provocd un estimulo
significativo, respecto del grupo control (48,7% y 36,5 %, respectivamente). A pesar
de la falta de bibliografia existente en la especie bovina sobre el efecto del 1GF-1,
Herlerr et al. sefialaron recientemente (1992) que, este factor de crecimiento,

estimula la maduracién y fecundacién in vitro del oocito y su desarrollo embrionario
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posterior, aunque en su trabajo ofrecen sélamente datos sobre el desarrolio
embrionario temprano. Estos mismos autores sefialan que este factor de crecimiento
puede actuar mediante las células de la granulosa o directamente en el oocito. En
nuestro trabajo, de la misma manera que lo sefialado por Downs (1989) en los
oocitos de ratona, observamos un menor efecto en la maduracién cuando se utilizé
IGF-1 frente al EGF, pero el porcentaje de maduracién que obtuvo este autor (66%
de GVBD) fue menor que el conseguido en nuestro trabajo (79% de GVBD) con
idénticas concentraciones de IGF-1. En la rata, Feng et al. (1988) lograron un 70%
de GVBD, aunque utilizaron 50 ng/ml de IGF-1.

La accién por la que el IGF-1 actia sobre la maduracion del oocito no estd
todavia aclarada. Adashi ef al. (1988) sefiald que este factor de crecimiento, actuaba
a nivel del ctimulo celular inhibiendo la actividad del AMPc e induciendo la creacién
de receptores para la LH, de manera parecida a la FSH; pero parece que el IGF-1
gjerce fundamentalmente su actividad directamente sobre el mismo oocito,
interviniendo en la regulacién de procesos de transcripcion de ADN y de sintesis de
proteinas citopldsmicas, que, por otro lado, todavia son desconocidas (Zumstein y
Stiles, 1987). Recientemente, Hainant er al. (1991), han sefialado que también el
IGF-1 defosforiliza un componente proteico del MPF, lo que puede explicar su papel

en la maduracion.

El mecanismo de accién directa del IGF-1 sobre el oocito, explicaria que
aunque el IGF-1 no produce una evidente expansion del cimulo, sobre todo
compardndola con el EGF, puede, sin embargo, inducir la maduracién in vitro del
00Cito en varias especies animales, como se demuestra en este trabajo y en los de

los autores anteriormente citados.

El uso conjunto de ambos factores de crecimiento (EGF + IGF-1) en el
medio de maduracién supuso alcanzar, dentro de este grupo de medios sin suero, el
méximo porcentaje de maduracién (60,3%), no existiendo en la bibliografia
consultada, hasta el momento, ningun estudio que haga referencia al empleo conjunto

de estos dos factores de crecimiento en sistemas de maduracién y fecundacién in
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vitro de oocitos, salvo una comunicacién personal de Illera (1992) en oocitos
porcinos. En la bibliografia consultada, Feng ef al. (1988), utilizaron conjuntamente
IGF-1 y TGF8 en el medio de maduracién de oocitos de rata, obteniendo un leve
efecto positive. En el ovario los factores de crecimiento actiian de manera
coordinada (Hill, 1989) para producir los correspondientes efectos biolégicos y, por
lo tanto, es 16gico pensar que, la suma de dos factores de crecimiento de acciones
no antagdnicas, puede aumentar los valores de maduracién y fecundacién in vitro;
de esta manera, el efecto ejercido por ambos factores podria explicarse por una suma
de sus mecanismos de accién, a nivel de cimulo celular (EGF) y directamente sobre
el propio oocito (IGF-1). Recientemente, Angervo ef al. (1992) indicaron que la
presencia de EGF estimula la produccion de una proteina relacionada con el IGF-1
por parte de las células de la granulosa. Este hecho, que es tiempo dependiente y
tarda unas 24 horas en completarse, podria explicar también el efecto producido por
ambos FC ya que, en nuestro trabajo y en lo comunicado por Illera (1992), el
tiempo de maduracién de los oocitos es de 24 y 42 horas, lo que da lugar a que se

gjerza un efecto positivo por esta causa.

Por otro lado, nuestros resultados (Tabla 10) indicaron que 50 ng/ml de EGF
provoco la maduracién in vitro mejor que cuando se utiliza medio con sueros (SFB
y SVE), que en nuestro estudio fue: con EGF 53,3%, con SFB 41,7% y con SVE
45,6%. Cuando se utilizaron ambos FC, los valores también superaron los datos
anteriormente mencionados e incluso a los tratamientos que llevaron suero mds algtin
factor de crecimiento (IGF-1+SFB y EGF 20+SVE, 48,7% y 53,3%,

respectivamente).

Para los oocitos del tipo B no existe, en la literatura consultada, ningtin
gjemplo de maduracién in vitro de oocitos bovinos, con el ctimulo celular que
caracteriza a este tipo de oocito. Los resultados de maduracién obtenidos con este
tipo de oocito, son similares a los del tipo A, anteriormente mencionados; sin
embargo, en este caso, los porcentajes de maduracién de los tratamientos con EGF
50 y la adicién conjunta de ambos factores, presentaron valores similares, a

diferencia de los oocitos del tipo A, donde existi6 una clara diferencia entre ambos
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tratamientos. Este hecho particular, podria explicarse porque la accién de los dos
factores de crecimiento necesita de un ctimulo celular completo y, por esto, ya que
la dosis de EGF empleada en ambos casos es idéntica, puede que el IGF-1 no pueda
actuar o que exista algiin tipo de bloqueo 0 competencia en los mecanismos de
actuacién de ambos factores. En cualquier caso, la utilizacién de 50 ng/ml de EGF,
sélo o con IGF-1, superé los tratamientos controles con SFB y SVE, con lo que se
demuestra que, en este tipo de oocitos, el tratamiento con EGF produce un
porcentaje mayor de maduracién in vitro que los medios que contienen sélamente

SUETOoS.

En los oocitos del tipo C, los porcentajes de maduracién no variaron
cualesquiera que fueran los factores de crecimiento utilizados, ni siquiera frente al
tratamiento control. El valor mis alto se presenté con 50 ng/ml de EGF (45,5%) y
el m4ds bajo con el EGF 20 (40,6%). En nuestro trabajo, de acuerdo con lo
expresado por Deckel y Serizly (1986) y Feng et al. (1988) en la rata, Downs (1989)
en la ratona y Sanbuissho et al. (1990) en oocitos bovinos, los oocitos denudados no
tienen capacidad para estimular la maduracién in vitro cuando se utilizé6 EGF en el
medio. Los datos de GVBD senalados por Sanbuissho son similares a los obtenidos
en el presente trabajo (58% frente a 63%, respectivamente) aunque los de
maduracién (35 %) son ligeramente inferiores (45,5%). Este dato pudo deberse a que
algunos de los oocitos del tipo C de nuestro trabajo tenfan células del cimulo, y por

ello, puede que ésto tuviese un pequeiio efecto positivo.

La mayoria de los trabajos de los autores anteriormente citados, seiialaron
que, los factores de crecimiento, no ejercian ningtn efecto sobre oocitos denudados,
de la misma manera que indican otros autores cuando emplearon medios de cultivo
suplementados con hormonas (Leibfried y First, 1979; Xu er al., 1986). Este hecho
es debido a que, el efecto del EGF, se ejerce a través de un factor o factores

proveniente del cimulo celular que, estos tipos de oocitos denudados, no tienen.
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b.- Tratamientos con SFB.

En los oocitos del tipo A, todos los tratamientos que inclufan FC tuvieron
porcentajes de maduracidn significativamente mds altos que el tratamiento controf
(s6lamente con SFB), segiin se demuestra en la Tabla 13. El valor mdximo de todo
el trabajo se alcanzé al utilizar la adicién conjunta de los FC (77,6 % de maduracién
y 92% de GVBD) y sélamente un 2,9% de los oocitos no tuvieron ningiin estimulo
y permanecieron en estadio de GV. Los dos tratamientos con EGF fueron superiores

al que Hevé IGF-1, que sélamente superé al tratamiento control,

Estos datos demuestran claramente que el SFB junto con los factores de
crecimiento aumentan significativamente los indices de maduracién in vitro respecto
al grupo de tratamientos sin suero, como se indica en la Tabla 16. En todos los
tratamientos, los valores fueron mds altos cuando se incluyé SFB en el medio de

maduracion.

También los tratamientos con SFB en los oocitos tipo B fueron
significativamente mayores a los del grupo sin suero, aunque se observé que, el
tratamiento con IGF-1, presenté el valor mds alto de maduracién dentro de este
grupo. Este aumento del porcentaje de maduracién, s6lamente se da en los oocitos
B y C, y puede deberse a que el IGF-1 actie con un determinado compuesto del
SFB sdlamente en oocitos con pocas 0 ninguna capa celular, ya que, con otro suero

0 con oocitos con un cimulo celular completo, este hecho no ocurre.

Las difencias entre los medios del grupo con SFB y los mismos medios pero
del grupo sin sueros, estdn reflejadas en la Tabla 17, en ella se demuestra que todos
los tratamientos tuvieron valores mayores cuando se utilizé SFB, aunque sélamente
significativos en el tratamiento con la adicién conjunta de ambos factores de

crecimiento.,

En los oocitos del tipo C sélamente el tratamiento con IGF-1 y con ambos

FC a la vez fueron ligeramente superiores a los demds, aunque los valores
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estuvieron muy proximos entre si (45%-40,7%). Este ligero aumento pudo
ocasionarse debido a las células del cimulo que algunos oocitos presentaban, que
pudieron inducir algiin estfimulo positivo. Un comportamiento similar a este, aunque
utilizando un medio con hCG y estradiol, fue descrito por Xu ef al. (1986). Los
valores de maduracidn en este tipo de oocitos, no presentaron diferencias cuando se

compararon los tratamientos del grupo sin suero y los del grupo con SFB.

c.- Tratamiento con SVE,

Los porcentajes de maduracién mds elevados se alcanzaron, en los oocitos
del tipo A, en los medios que llevaron la adicidn conjunta de ambos FC y también
en los que incluian EGF 50 (Tabla 13). Todos los tratamientos que incluyeron
factores de crecimiento fueron muy significativos respecto al medio que tenfa s6lo
SVE. La diferencia con el grupo de medios sin suero fue muy significativa pero no
con el grupo del SFB donde, incluso, se presentaron porcentajes mayores. Este dato,
ya que estos sueros se diferencian en las concentraciones de estradiol, progesterona,
LH, TSH y PRL, (Younis e al., 1989; Younis y Brackett, 1992), permite afirmar
que, la existencia de ciertas cantidades de estas hormonas en el suero en estro,
pueden saturar los receptores celulares para los FC, hecho ya apuntado por otros
autores que, cuando utilizaron concentraciones de LH y TSH superiores a las que
produjeron los mejores efectos de maduracién y fecundacién in vitro, se observé una

menor respuesta por parte del oocito (Younis y Brackett, 1992).

De otra parte, los datos obtenidos en nuestro trabajo mostraron que el IGF-1
presentd un mejor porcentaje de maduracion en el tratamiento con SVE que con el
SFB; en este sentido Ganong (1991), sefiala que existen relaciones entre las acciones
de la TSH y el IGF-1; por otro lado, el SVE empleado en nuestro trabajo, tiene
mayor cantidad de TSH que el suero fetal (2,8 pU/mi frente a 1,3 uU/ml,
respectivamente), por lo tanto, estos datos, pueden justificar el aumento del
porcentaje de maduracién producido por el IGF-1 + SVE que cuando se utiliza IGF-
1 + SFB. Ademds, uno de los efectos que produce el IGF-1 en las células de
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granulosa es aumentar el mimero de receptores para la LH, como han sefalado
también Herlerr et al. (1992). Por esta razén, al utilizar SVE, que tiene mayor
concentracién de LH que el SFB, tal y como indicaron Younis ef al. (1989), se
produjo un aumento en los valores de maduracién in vitro. Estos resultados del IGF-
1 se observaron sélamente en los oocitos con capas completas de cimulo celular (A
y B), pero no en los denudados (C) ya que, la accidén en la maduracién del oocito
producida por la LH, necesita del cimulo celular para efectuarse, tal y como han
sefialado autores que sélamente emplearon LH en sus medios de maduracion
(Brackett er al., 1991).

En los oocitos del tipo B los mejores valores de maduracion se lograron con
la adicién a la vez de ambos factores de crecimiento (71,5%), que fueron mds altos
que el resto de los tratamientos, de manera andloga a lo que sucedié en los oocitos
del tipo A; sin embargo, y de la misma manera que ocurria en el grupo de
tratamientos con SFB, el siguiente tratamiento en producir mejor resultado de
maduracién in vitro es el que llevé IGF-1, debido, probablemente, a las mismas
razones explicadas anteriormente. El grupo de medios con SVE mostré mayores
porcentajes de maduracion, respecto del grupo con SFB, en los tratamientos sin

factores de crecimiento, IGF-1 y con los dos FC conjuntamente.

En cuanto a los oocitos del tipo C, sorprendentemente, el tratamiento con 20
ng/ml de EGF fue mejor que con SO ng/ml. El valor mds alto se obtuvo con los dos
factores a la vez y fue el vinico significativo con el resto de los tratamientos excepto
con el que incorporé IGF-1. La diferencia entre los sueros empleados con los oocitos
del tipo C y los FC fue minima y todos los valores oscilaron entre unos porcentajes
no significativos entre si; ademds, como muestra la Tabla 18, no existié diferencia
ni entre los sueros entre si ni de ninguno frente al control, a excepcién del
tratamiento con ambos FC + SVE frente al mismo tratamiento sin suero. Todo ello,
demuestra la minima respuesta que este tipo de oocitos, sin ¢iimulo celular, tiene a

los factores de crecimiento y los sueros.
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De acuerdo con Downs et al. (1988) las hormonas, sobre todo la LH y FSH,
actian sobre el oocito mediante mecanismos parecidos y mediados por el ciimulo
celular. Este mismo autor sefiala que, el AMPc, uno de los inhibidores mds potentes
de la reanudacién meidtica, estd generado por las células del cimulo, no por el
oocito; ademas demostré que, después de adminstrar hormonas, los oocitos
maduraron y en el ciimulo celular se produjo un aumento de las concentraciones de
AMPc, con lo que cuando se interrumpe el paso de AMPc al oocito, debido a la
accién de hormonas presentes en el medio de maduracién, este puede madurar. Por
ello, autores que han utilizado oocitos bovinos sin cimulo celular en medios de
cultivo con hormonas y sueros (Leibfried y First, 1979; Xu er al., 1986) han
demostrado que, este tipo de oocitos, tienen muy comprometida su capacidad para
reanudar la meiosis, siendo sus resultados de maduracién, menores que los

mostrados por oocitos con el cimulo completo.

En cuanto a los FC, Deckel y Serizly (1986) sefialaron que la actuacién de
ciertos FC sobre la maduracién del oocito estaba también mediada por las células
del ciimulo, efectuando asimismo su accién, al interrumpir el trasvase de inhibidores
de la maduracién al interior del oocito. Los datos de nuestro trabajo estin de
acuerdo con los ofrecidos por Feng er al. (1988) en oocitos de rata y Downs (1989)
en ratona, que demostraron que el EGF no podia provocar la maduracién (GVBD)
en oocitos denudados ya que, de acuerdo con estos autores, la sefal ejercida por el
EGF se transmitia al oocito mediante las células del ciimulo. De igual manera
Sanbuissho ez al. (1990) sefialan el mismo efecto en oocitos bovinos y sostienen una
teorfa similar a la de los autores anteriores. Por ello, nuestro trabajo confirma
plenamente lo sefialado por estos autores estableciendo que, en los oocitos
denudados, los FC no pueden ejercer las acciones que, en los oocitos que tienen
ctimulo celular, producen un estimulo de la maduracion in vitro respecto a medios
de maduracién sin FC. Esta aseveracidn es especialmente importante en el caso del
EGF ya que, de acuerdo con los datos de nuestro estudio, la accién del EGF sobre
la maduracién de los oocitos, en contra de una de las hipdtesis expresadas por
Deckel y Serizly (1986), se efectiia s6lamente a través de aquellos oocitos con

cimulo celular.
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Hasta el momento, la mayorfa de los estudios sobre la maduracidn in vitro
de oocitos bovinos se efectuaban suplementando los medios de cultivo con sueros
(SFB y SVE) y con hormonas, esencialmente LH, FSH y estradiol 178 (Ball er al.,
1983; Hensleigh y Hunter, 1985; Younis er al., 1989). Estos autores evaluaron el
efecto de esta suplementacién hormonal en la maduracién nuclear (Fukui ez al.,
1982, Xu er al., 1986) y en la fecundacién in vitro (Funakashi y Fukui, 198S;
Hensleigh y Hunter, 1985; Younis et al., 1989).

La adicién de gonadotropinas (FSH o LH) junto con estradiol aumenta los
indices de maduracién (Fukui er al., 1982; Younis et al., 1989) pero la
suplementacion exclusiva con estradiol no sélo no produce el mismo efecto sino que,
incluso, puede provocar alteraciones cromosémicas (Kruip et al., 1983). Por su
parte, la adicién de FSH sélamente produce una alta tasa de expansién del cimulo
celular y de penetracién de los espermatozoides en la fecundacién (Ball er al., 1984;
Hensleigh y Hunter, 1985). En general, segtin todos estos autores,la suplementacién
de los medios con hormonas ha producido un aumento en las tasas de maduracién

y fecundacién in vitro (Younis er al., 1989).

Los datos obtenidos en nuestro trabajo de maduracién in vitro de oocitos
bovinos son comparables a los que obtuvieron autores que utilizaron hormonas
(FSH, LH y estradiol 178) en sus medios de maduracién. En concreto, la suma de
ambos FC junto con suplementacidn sérica, ofrecié porcentajes de maduracién de
oocitos bovinos semejantes a los obtenidos por otros autores {Lenz er al., 1983; Xu
et al., 1986; Fukui y Ono, 1989; Armstrong er al., 1991; Susko-Parrish et al.,
1990; Dominko y First, 1992) y también andlogos a otros trabajos en los que se
utiliz6, ademds de suplementacién sérica y hormonal, cocultivo con células de

granulosa (Critser ef al., 1986; Fukui y Ono, 1989).

Esta cierta similitud entre los efectos producidos por los factores de
crecimiento y las hormonas sobre la maduraciéon puede deberse a que, como
sefialaron Downs er al. (1988), ciertos mecanismos de actuacién celular son

andlogos, sobre todo los relativos al papel jugado por el AMPc; por ello, parece
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claro que, estos dos tipos de reguladores ovdricos, que in vivo probablemente ejercen
funciones sinérgicas (Hill et al., 1989), utilicen parecidos mecanismos de actuacién
celular, aunque la utilizacidn de los FC suponga una mayor especificidad de Ia
accion sobre el cimulo celular (EGF) y sobre el citoplasma (IGF-1) del oocito que

la accién hormonal.

Por todo lo expuesto, se puede decir que el papel que los factores de
crecimiento juegan, principalmente, en la maduracién in vivo del oocito‘bovino,
puede trasladarse a los sistemas de maduracién in vitro, presentando resultados en
los porcentajes de maduracidn andlogos que cuandoe se utilizan, para el mismo fin,

hormonas o cocultivos con c€lulas granulosas.

4.- PRUEBAS DE FECUNDACION IN VITRO

Una vez conseguida la maduracién in vitro de los oocitos en medios de
maduracién suplementados con factores de crecimiento, una de las formas més
eficaces, para demostrar si dicha maduracién se produjo correctamente, fue
comprobar la capacidad de estos oocitos para ser fecundados in vitro; ademds,
también se mantuvo la clasificacién morfolégica de los oocitos en tres tipos, para
estudiar el efecto de las células del cimulo en la fecundacién de los oocitos

madurados in vitro con factores de crecimiento y sueros.

Como medios de maduracion se eligieron los dos tratamientos de maduracién
in vitro que dieron los mejores resultados, con gran diferencia sobre los demds; estos
fueron los que incorporaron la adicidn conjunta de ambos factores de crecimiento
(IGF-1 + EGF) junto con sueros (SFB o SVE). Como control, se utilizé un medio

de maduracidn sin sueros ni factores de crecimiento.
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a.- Metodologia.

En base a la imposibilidad préctica de utilizar espermatozoides procedentes
de eyaculado fresco, se utilizé semen congelado. La técnica de lavado e induccién
a la capacitacién que empleamos en este trabajo estd basada en el protocolo descrito
inicialmente por Parrish ef al. (1986) y que es utilizado en muchos laboratorios del

mundo de una manera casi rutinaria (Fayrer-Hoskens y Candle, 1990).

En nuestro trabajo, consideramos varios puntos claves de esta técnica, como:
a) el mantenimiento de una temperatura lo mds constante posible desde el mismo
momento de 1a descongelacidn de los espermatozoides y b) la eleccién de la dosis
de heparina sddica para inducir la capacitacidon (First y Parrish, 1987; First y
Parrish, 1988; Farin, 1991). En cuanto al primer punto, se intentd mantener la
temperatura, con las minimas oscilaciones posibles, desde la descongelacién de las
pajuelas hasta la introduccién de los espermatozoides en el incubador de CO,.
Algunos autores inducen la capacitacidn de los espermatozoides en baiios térmicos
(Yoshida et al., 1992), lo cual no nos parece el sistema mds adecuado, ya que First
y Parrish (1988) senalaron que oscilaciones de tan sélo medio grado centigrado, en
el periodo de incubacién de los espermatozoides, podian alterar su capacitacién, por
ello, en nuestro trabajo, nos parecidé mucho mejor asegurar la temperatura
introduciendo los espermatozoides en la incubadora de CQO,. En cuanto al segundo
punto, Parrish et al. (1986) utilizaron una concentracién de heparina de 10ug/ml
para inducir la capacitacién. Esta dosis ha sido objeto de muchas revisiones
posteriores. En nuestro estudio empleamos 100xg/ml de dicho compuesto, que es el
mejor resultado obtenido, en pruebas previas, y que estd de acuerdo con lo descrito
por Lu e al. (1987 y 1988). A este respecto, Chian er al. (1992), sefalaron
recientemente que la dosis de heparina mds efectiva para los sistemas de FIV bovina
fue de 100 ug/ml, sobre todo, a la hora de evaluar el porcentaje de fecundaciones
normales. Pricticamente, la mayoria de los autores utilizan la heparina sédica como
inductor de la capacitacién de los espermatozoides bovinos in vitro. Esta técnica,
ademds, ha demostrado ser altamente repetible (Parrish et al., 1986; Xu et al.,
1986; First y Parrish, 1987; First y Parrish, 1988; Lu er al., 1988; Leibfried-
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Rutledge et al., 1989; Fukui, 1989; Fukui, 1990).

En nuestro trabajo se han utilizado pajuelas de semen provenientes de un sélo
semental. Los autores de los trabajos consultados utilizan uno o mds toros en sus
experimentos. Aunque en un principio (Parrish er al., 1986; Lambert ez al., 1986)
emplearon dosis seminales de dos toros (estos autores describieron un aparente
aumento de la penetracién) poco a poco, la mayoria de los autores han ido
empleando eyaculados provenientes de un sélo semental, eso si, de reconocida
capacidad reproductora. Por otro lado, Eyestone y First (1989) sefialaron que las
verdaderas diferencias entre los distintos toros utilizados para la FIV se
demostraban, tras la fecundacién, sélamente en su capacidad para conseguir el
desarrollo de estadios embrionarios posteriores al de 4 células; estas diferencias son
debidas, probablemente, a la influencia del macho en el periodo de transicién del
genoma materno al embrionario, tal y como seiialan Telford et al. (1990) y Shi et
al. (1992).

Uno de los pasos de la metodologia empleada contempla el lavado de los
espermatozoides para eliminar componentes del diluyente. Este paso es fundamental,
y en nuestro estudio se intenté hacer con mucho cuidado, incrementando en algunos
minutos el tiempo de permanencia de los espermatozoides en la centrifugadora
descrito en otros trabajos (Sanbuissho y Threlfall, 1989). Este hecho ha sido
sefialado recientemente por Olson ef al. (1992) que indicaron que la eliminacién de
los restos del diluyente es fundamental para evitar fragmentaciones de los oocitos.
En estudios previos se obtuvieron porcentajes menores del 3% de fragmentacién
después de la técnica de F1V, coincidiendo con los datos sefialados por otros autores
(Ball er al., 1983; Lu y Gordon, 1988; Coskum er al., 1991). La fecundacién se
realizé en placas Petri de 35 mm de didmetro, porque no se necesitaron tantos
tratamientos distintos como en la maduracidn in vitre y son més manejables que las
de 90 mm utilizadas en el capitulo anterior. El medio se dispuso en forma de
microgotas bajo aceite de silicona, ya que, al igual que en los experimentos de
maduracién, también se tuvo en cuenta la independencia morfoldgica de los distintos

tipos de oocitos.
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b.- Criterios de fecundacién in vitro.

La mayorfa de los autores utilizan los criterios expuestos anteriormente en
el capitulo de RESULTADOS. Respecto al valor de penetracién, la mayoria de los
autores estd de acuerdo en otorgar esta clasificacién a los oocitos que presenten uno
o varios espermatozoides en su interior, sea cual sea su estado de decondensacién,
poliespérmicos a los que presenten mds de un espermatozoide y fecundacién normal
a aquellos con dos prontcleos, dos corpiisculos polares y, a veces, restos de la cola
del espermatozoide (Fukui, 1989; Fukui, 1990; Schellander et al., 1990; Paviov et
al., 1992).

En otros trabajos el indice de fecundacién se ha basado en la visualizacién
de la primera divisi6n embrionaria, pero después de 24 horas de la fecundacién
(Sanbuissho y Threlfall, 1989). Las inicas discrepancias que existen con otros
autores es a la hora de calcular el porcentaje de penetracién o de fecundacién. Es
légico pensar que, si s6lo los oocitos maduros son capaces de ser penetrados por los
espermatozoides, las cifras de fecundacién se expresen como cociente de estos
oocitos maduros. Sin embargo, hay autores que indican esos valores referentes al
niimero de oocitos penetrados, con 1o que los porcentajes que obtienen son mds altos

(Pavlov et al., 1992).

En las Tablas 22, 23 y 24 se expresan los porcentajes de penetracion,
fecundacién y poliespermia alcanzados después de la fecundacidn in vitro, en los
oocitos de los tipos A, B y C. Los resultados se discuten seguidamente de acuerdo
a estos resultados, aunque los datos obtenidos en los trabajos consultados y los
distintos métodos y medios de cultivo empleados en ellos, hacen muy dificil

comparar los resultados.

a.- Penetracién de los oocitos. El porcentaje de penetracién mds alto
obtenido en el experimento correspondié a los oocitos del tipo A, en el tratamiento

con SFB + factores de crecimiento, aunque, con el SVE, se alcanzé un valor de
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penetracién similar (69,3%). Este tipo de oocito es el que normalmente emplean la
mayorfa de autores en sus medios de fecundacién y desarrollo in vitro. Hay que
hacer notar desde un principio que, en la bibhograffa consultada, no existié ningin
trabajo con resultados sobre la fecundacidn in vitro de oocitos bovinos madurados
in vitro en presencia de factores de crecimiento y sueros, por lo tanto, los resultados
obtenidos se compararan con los gue otros autores han obtenido con otros sistemas

de maduracién y fecundacidn.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio son superiores a los que
obtuvieron otros autores (Ball ez al., 1983; Iritani et al., 1984; Susko-Parrish et al.,
1990). En el caso del trabajo de Iritani er al. puede deberse a que emplearon un
medio de maduracién (KRB-m) y una técnica de capacitacion (KRB-m y cafeina)
distinta. El caso de Susko-Parish er al. tiene especial relevancia, ya que sus
resultados se obtuvieron con un método de capacitacién similar al empleado en este
trabajo pero, ademds de la heparina sédica, utilizaron sustancias que favorecen la
fecundacion (penicilamina, hipotaurina y epinefrina). Otros autores presentaron
mayores valores de penetracién que los de nuestro estudio. Entre ellos, los de
Younis ef al. (1989) que s6lamente emplearon SVE en el medio de maduracién y el
de Pavlov er al. (1992), aunque en este caso obtuvieron los oocitos mediante
diseccidn y, la maduracion, se realizé suplementando el medio con SVE y hormonas
{LH, FSH y estradiol). Leibfried-Rutledge er al. (1986) realizaron experimentos
donde se comparaba la fecundacién in vitro de oocitos madurados in vive e in vitro.
Los resultados de fecundacién obtenidos por estos autores en oocitos madurados in
vivo son superiores & los de nuestro trabajo (86% frente a 70,4%) pero los
resultados de los oocitos madurados in vitro son similares. Otros autores que han
empleado stiero, hormonas e incluso cocultivos con células de granulosa en el medio
de maduracién han obtenido porcentajes de penetracion similares que los de nuestro
trabajo (Leibfried-Rutledge er al., 1986; Saeki er al., 1990; Berg y Brem, 1950), de
esta manera, en este trabajo se demuestra que, la suplementacién durante la
maduracidn in vitro de los oocitos bovinos, con factores de crecimiento y sueros,
otorga al oocito de las mismas o incluso mejores condiciones para la penetracion de

los espermatozoides que cuando se emplean hormonas y/o cocultivos de células de
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la granulosa.

Los oocitos del tipo B presentaron valores de penetracion mds bajos que los
del tipo A, existiendo diferencias mds acusadas entre los oocitos que maduraron con
SFB+FC (59,5%) y los que lo hicieron con SVE+FC (50,5%). Hay pocos trabajos
que evaliien la maduracién y fecundacién in vitro en este tipo de oocito, con pocas
capas del climulo celular desde el comienzo del cultivo de maduracién; la mayorfa
de los autores que valoraron .la penetracién espermdtica en este tipo de oocitos, lo
hicieron quitdndole parte del cimulo, pero después del periodo de maduracién, con
lo que el oocito maduré realmente con el cimulo completo. Shioya er al. (1988)
sefialaron, en estos oocitos, un porcentaje de penetracion muy elevado (85,8%),
similar incluso a los obtenidos con oocitos con cimulo completo. Kim y Park (1992)
obtuvieron también valores mds elevados (74%) que los alcanzados en nuestro

trabajo.

Los valores de penetracién en los oocitos del tipo C fueron mucho mds bajos
que los de los oocitos con cimulo. El mayor porcentaje (32%) se presentd en los
oocitos madurados con SFB+FC. Los autores que fecundaron in vitro oocitos de
este tipo obtienen, en todos los casos consultados, porcentajes més altos que los
obtenidos en este trabajo: Ball er al. (1983), 57%; Younis y Brackett (1992), 50%
y Kim y Park (1990), 48%; aunque estos autores también quitaron las capas del
cimulo de los oocitos después de la maduracidn in vitro, con lo que no evaluaron
correctamente la capacidad del propio oocito denudado y, de esta manera, los
porcentajes de fecundacién son mds altos debido a que las cifras de maduracién de
estos oocitos son considerablemente mayores que cuando se cultivan desde un

principio ya denudados, como en nuestro trabajo.

b.- Fecundacién de los oocitos. En cuanto al porcentaje de oocitos del tipo
A que presentaron fecundacion normal, los resultados de nuestro estudio (55,8%)
fueron superiores a los que se obtuvieron en algunos trabajos, donde se utilizaron
hormonas y suero en el periodo de maduracién (Fukui er al., 1983; Fukushima y

Fukui, 1985; Pavlov er al., 1992) o incluso mayor que en oocitos madurados in vive
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(Leibfried-Rutledge er al., 1986). Otros autores que utilizaron también sueros,
hormonas y cocultivos de granulosa (Lutterbach et al., 1987; Fukui y Ono, 1989)
o sueros y hormonas (Stubbings et al., 1988; Kim et qgl., 1990) presentaron
porcentajes similares, mientras que, Coskum et al. (1991) obtuvieron un indice de
fecundacién del 58% utilizando en el medio de maduracién 50 ng/m! de EGF. Otros
autores, sin embargo, utilizando hormonas y sueros para la maduracién y la misma
técnica de capacitacién que nuestro trabajo, obtuvieron unas mayores cifras de
fecundaciones normales (Lu ef al., 1987; Lu y Gordon, 1988; Schellander et al.,
1990; Fukui, 1990) aunque la mayoria de ellos, salvo excepciones, obtuvieron
porcentajes que no sobrepasaron el 65 %, lo cual hace que la diferencia con nuestros

resultados no sea considerabie.

En los oocitos del tipo B, Fuku (1990) obtuvo sélamente un 39% de
fecundacion normal, dato que nos parece excesivamente bajo, ya que, los oocitos
denudados que el utiliz6, provenfan de oocitos madurados con cimulo completo y

denudados después del periodo de maduracidn in vitro.

Los distintos trabajos consultados arrojan similares cifras de fecundacién en
los oocitos del tipo C, que el 35% obtenido por Ball er al. (1983) y el 30% por
Fukui (1990). Estos porcentajes son mayores que los obtenidos en nuestro trabajo
(18,9% con SFB+FC) aunque la causa, como se¢ ha mencionado anteriormente,
pudo ser que estos autores denudan los oocitos después de la maduracién de éstos

y no antes.

c.- Poliespermia de los oocitos. Tanto en los oocitos del tipo A como en los
del tipo B, los porcentajes de poliespermia fueron mayores en los tratamientos con
suero fetal que los que llevaron suero en estro, con diferencias que casi doblaban el
valor de las cifras obtenidas con este dltimo (27,1% frente a 13,7% y 28,6 frente
a 15,8, para los oocitos A y B, respectivamente). Estos valores son menores que los
que obtuvieron Paviov et al. (1992) y similares a los presentados por Coskum er al.
{1991) al utilizar EGF en el medio de maduracién, Otros autores han seiialado el

porcentaje de polispermia en valores cercanos al 15% (Ball er al., 1983; First y
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Parrish, 1987) mientras que Iritani ef al. (1984) mostraron una cifra de poliespermia
del 0% . Este dato es, a nuestro entender, demasiado bajo, ya que, aunque Ia especie
bovina no alcanza valores de poliespermia tan elevados como en otros oocitos como
los porcinos, la mayoria de los autores, incluso en trabajos muy recientes, sefialan
normal la obtencién de porcentajes de poliespermia cercanos al 15-20% (Fukui y
Ono, 1989; Coskum er af., 1991; Pavlov et al., 1992). Quizds este hecho se deba
a que, aquellos autores, utilizaron KRB-m como medio de maduracién suplementado
sin sueros, sino sélamente con BSA. Shioya et al. (1988) utilizando un medio de
capacitacidn con cafefna, suero fetal y hormonas obtuvieron un indice de
poliespermia del 14,3 % en oocitos del tipo C, andiogo al 15,8% obtenido en nuestro
trabajo con SVE+FC. Sin embargo, estos mismos autores describen que con oocitos
denudados tuvieron un 0% de poliespermia, que nos parece excesivamente bajo, ya
que en los oocitos denudados empleados en nuestro trabajo, al igual que lo que

senala Fukui (1990), presentaron porcentajes de poliespermia.

El origen de la poliespermia es una anormal distribucién y liberacidn del
contenido de los granulos corticales en el momento de la fecundacién del oocito
(Hyttel, 1988). Esto se debe a que, habitualmente, la distribucidn de estos orgdnulos
durante la maduracién in vitro estd retardada respecto de la maduracién in vive o
que, como han sefialado otros autores, la poliespermia y el mecanismo de liberacién
del contenido de los GC es un fenémeno dependiente de la relacién Ca?*/Mg?* en
la especie porcina (Cran y Cheng, 1986) o calcio-dependiente en los bovinos; en esta
especie, en las horas correspondientes a la fecundacién, se han encontrado en el
oviducto bovino concentraciones de Ca’* superiores a 3 mM, mientras que, el medio
de fecundacidn, sélamente tiene 2 mM (Hyttel er al., 1988). Otros autores (Chian
et al., 1992) han sefialado que la duracién del tiempo de maduracién es muy
importante ya que, las cifras de poliespermia aumentaron desde un 24% cuando el
periodo de maduracién era de 24 h. mientras que si se prolongaba hasta 36 h. se

obtenia el 45% de poliespermia.

Recientemente, en la fecundacion in vitro de oocitos de la especie porcina -

con problemas de poliespermia mucho mayores que la bovina- Yoshida et al. (1992)
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sefialaron que la suplementacién del medio con glutatién reduce la polispermia
debido a que, este compuesto, interviene en la maduracién citopldsmica y asegura
una mayor eficacia en la liberacién del contenido de los grdnulos corticales (GC) y

blogueando el paso de los espermatozoides.

¢.- Influencia de los sueros.

De acuerdo con los resultados obtenidos en Ia fecundacién in wigro, en
general, excepto en los oocitos del tipo C, existieron diferencias importantes a la
hora de utilizar uno u otro suero en los sistemas de maduracién in vitro. En concreto
(segin se expone en la Tabla 25 del capitulo de RESULTADOS) los oocitos con
cimulo, A y B, tuvieron unos porcentajes de penetracién superiores cuando se
empled en el medio de maduracién SFB+FC; este hecho se debid, tal y como se
observa en las Tablas 22, 23 y 24, a que estos oocitos mostraron unas cifras
significativamente mayores, casi el doble, de poliespermia cuando se utilizé dicho
tratamiento (SFB+FC) respecto al que llevaba SVE+FC. Este hecho, estd de
acuerdo con lo que sefialaron Fukui y Ono (1989), cuyos experimentos incluso
demostraron unas diferencias aiin mayores a la hora de utilizar uno u otro tipo de
suero; estos autores, atribuyen estas diferencias a causas no aclaradas atn o a una
posible variacién de la composicién de los lotes comerciales del SFB utilizado que
pueden interferir en los mecanismos de penetracién del espermatozoide (Shiigi y

Mischel, 1975).

En nuestro estudio, por lo tanto, eliminando las cifras de poliespermia, el
tratamiento con SVE+FC resulté ser el que mejores resultados mostrd, de acuerdo
al ndimero de fecundaciones normales. Este hecho también fue sefalado por
Sanbuissho y Threlfall, (1989) y Schellander er al. (1990), que aseguran que,
ademds, el SVE tiene una mayor capacidad para mantener el desarrollo embrionario

in vitro después de la fecundacién.

Por otro lado, los resultados de fecundacion obtenidos en nuestro trabajo con
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SFB+FC (43,3%) son més altos que los obtenidos por Fukushima y Fukui (1985)
y Schellander ez al. (1990) aunque algo mds bajos que los de Younis er al. (1989).
Todos ellos utilizaron SFB y hormonas en el medio de maduracién de los oocitos.
Las diferencias con los datos ofrecidos por otros autores, son mayores al valorar los
resultados obtenidos cuando se utilizé SVE ya que, en nuestro trabajo, se obtuvo un
55,8% de fecundacion frente a un 36% de Fukushima y Fukui (1985), 41 % de Fukui
y Ono (1989) y 50% también de Fukui y Ono, pero utilizando ademds de ECS,
hormonas (FSH. LH y estradiol) y cocultivo con células de la granulosa. Estos
resultados indican que la maduracién de los oocitos con SVE+FC permite una
fecundacién normal de los oocitos, o cuando menos similar, a la que se obtiene
cuando se suplementan los medios de maduracién con hormonas y cocultivos de

granulosa.

d.- Influencia de las células del ciimulo,

Las diferencias entre los distintos oocitos, segin el nimero de capas del
cimulo celular que le rodean, se exponen en las Tablas 26, 27 y 28 del capitulo de
RESULTADOS. En ellas se observa que, excepto en los tratamientos control, en los
que practicamente no existié diferencia entre los porcentajes de fecundacion,
penetracién y polispermia entre los tres tipos de oocitos, cuando se suplementé el
medio de cultivo con suero y factores de crecimiento, las diferencias entre los
oocitos con y sin cimulo celular fueron muy importantes. En los tres pardmetros
evaluados existe una gran diferencia entre los oocitos A y B respecto de los C. Este
hecho estd de acuerdo con los autores que indican que, la existencia del cimulo
celular, es un factor muy importante para que se puedan producir correctamente los
procesos que facﬁltan al espermatozoide para penetrar el oocito (Yanagimachi,
1988). Respecto a este punto, Gwatkin er al. (1972) demostraron, en el oocito de
hamster que, en el proceso de capacitacién, el cimulo celular tiene un papel
fundamental. En estudios de este tipo realizados en oocitos de rata Niwa y Chang
(1974), observaron que no existieron diferencias en las cifras de penetracién y

poliespermia entre oocitos con y sin cimulo celular; estos mismos autores reconocen
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que este hecho no es comiin en 1a mayorfa de las especies. En diversos trabajos se
ha sefialado que las células del cimulo pueden actuar como barrera contra el gran
nimero de espermatozoides que rodean al oocito durante la fecundacién y, sobre
todo, favereciendo la seleccidn, capacitacién y reaccion acrosdmica de los mismos
(Yanagimachi, 1988). Sin embargo, Ball er al. (1983) seiialaron que el cimulo
celular y la expansién de éste favorecen notablemente la fecundacién, pero lo mds
importante, segiin su criterio, es que el climulo transmita o induzca, via cimulo
celular, la actuacién de un factor similar al MPGF, descrito hace afios por Thibault
et al. (1977), que es, segiin estos autores, el verdadero responsable de que se pueda

producir la fecundacién correctamente.

De la misma manera que se ha descrito en la cerda (Coy, 1991) puede que
las proteinas asociadas al estro que se encuentran en ¢l oviducto (Anderson ef al.,
1992) y que favorecen la capacitacién y fecundacién in vitro (King et al., 1992)
actien disminuyendo la poliespermia en condiciones in vivo, necesitando mds
pruebas en este sentido para asegurar su eficacia en los sistemas in vitro. Lo
sefialado anteriormente podria explicar que, cuando se fecundan in vitro oocitos
oviductales {post-ovulatorios), las cifras de poliespermia son muy bajas (Leibfried-

Rutledge er al., 1986), de la misma manera que sucede en condiciones in vivo.

En oocitos bovinos otros autores (Lu er al., 1987; Fukui y Ono, 1989}
expusieron oocitos denudados, mecdnicamente o por medio de un tratamiento con
hialuronidasa, a la accién de espermatozoides con el fin de averiguar si aumentaban
las cifras de penetracion y fecundacion in vitro. Sin embargo, en los resuitados de
estos autores, como en los mostrados en el presente trabajo, no s6lamente no
aumentaron las cifras de fecundacién normal, sino que tampoco lo hicieron las de
penetracién. Ademads, por otro lado, existieron penetraciones de espermatozoides e
incluso un pequeio porcentaje de fecundacién normal; este dato permite asegurar
que la zona pelicida de los oocitos denudados puede inducir la RA en el
espermatozoide. De alguna manera, puede que la suplementacién del medio de
maduracién con factores de crecimiento, confiera al ococito capacidad para ser

fecundado, aunque, las pruebas experimentales demuestran que la principal accién
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de los factores de crecimiento, junto con la suplementacion sérica, se produce en

oocitos con cimulo.

Respecto a las diferencias entre los dos tipos de oocitos con cimulo (A y B),
Leibfried y First (1979) y Fukui (1990), sefialararon diferencias en los porcentajes
de fecundacion. Sin embargo, en nuestro trabajo no existieron unas desigualdades
tan marcadas como las sefialadas por estos autores. Probablemente, esto sea debido
a que, estos autores, no maduraron estos tres tipos de oocitos desde el principio del
cultivo, sino que, después del mismo, eliminaron parte de las capas del cimulo. Este
hecho hace que sélamente evalien la influencia del método de capacitacién y
fecundacién in vitro y, por ello, no tienen en cuenta las condiciones de maduracién

de los oocitos de este tipo especifico.

Las diferencias encontradas entre los oocitos A y B en la maduracion in vitro
fueron menores que las que mostraron después de someterlos a la fecundacién in
vitro, con lo que, probablemente, estas diferencias aumentardn en el desarrollo
embrionario, tal y como senalaron Shioya et al. (1988) y Fukui (1990), con lo que
la influencia del cimulo celular es esencial con vistas a experimentaciones sobre

maduracidn, fecundacion y desarrollo embrionario in vitro.

Segun los datos mostrados en el presente trabajo, 1a accién de los factores de
crecimiento y sueros sobre los oocitos se efectiia al crear un estimulo en el oocito
que facilita su maduracién y fecundacidn; puede que estos dos factores tengan
distintos mecanismos de actuacién, ya que el IGF-1 no produce efectos tan
importantes, en la maduracion, como el EGF, o que se complementen junto con los
sueros para producir la maduracién citopldsmica y nuclear, creando las condiciones

necesarias para permitir la fecundacién in vitro.

En este sentido, a falta de mayores estudios, Herlerr e al. (1992) que
suplementaron el medio de maduracidn y el de desarrollo embrionario con IGF-1 (en

base a la existencia de receptores para este factor desde el estadio embrionario de
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1 célula), seiialaron que, el IGF-1, era efectivo en el desarrollo embrionario,
después de la maduracién y fecundacién in vitro. De la misma manera, Coskum et
al. (1991) senalaron que los oocitos madurados con EGF eran capaces de
desarrollarse sin cocultivos celulares, hasta el estadio de 8 celulas. Todos estos datos
permiten asegurar que los factores de crecimiento juegan un papel importante en

estos procesos del desarrollo embrionario temprano.

Finalmente, reuniendo el conjunto de los experimentos efectuados, podemos
sefalar que, la suplementacidn de los medios de maduracién in virro de oocitos |
bovinos con factores de crecimiento y sueros, favorece la expansién del climulo
celular del oocito y su maduracién y fecundacién in vitro, ejerciendo estos efectos
por medio de las c¢élulas del cimulo celular, por lo que, los oocitos con cimulo
celular completo, serian los mds adecuados para efectuar futuras investigaciones en

este campo.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

LA ADICION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA
INSULINA (IGF-1) Y DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO
(EGF), AL MEDIO DE MADURACION DE OOCITOS DE ORIGEN
VACUNO, FAVORECE:

a) LA EXPANSION DEL CUMULO CELULAR.

b) LA PROPIA MADURACION Y,

¢) SU FECUNDACION IN VITRO.

EL CUMULO CELULAR ES NECESARIO PARA QUE PUEDAN
ACTUAR LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN LA MADURACION
Y FECUNDACION IN VITRO DE LOS OOCITOS.

CUANDO EN EL MEDIO DE MADURACION IN VITRO SE ANADE
EGF SOLO O EGF MAS IGF-1, LA EXPANSION DEL CUMULO
CELULAR QUE SE PRODUCE SIRVE COMO DATO ORIENTATIVO
DEL ESTADO DE MADURACION DEL OOCITO.
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