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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS



INTRODUCCION GENERAL

Muchos procesos biotecnologicos, como la transferencia, el sexage, la
clonacion, la microdiseccion de embriones y la produccion de animales
transgénicos, precisan de un sistema que permita la produccion constante de un
gran nimero de embriones y su mantenimiento hasta el momento de ser
transferidos a una hembra receptora. Las técnicas para la recogida de cigotos
y embriones de hembras superovuladas son dtiles, pero los costes de su
practica son considerables y, en el momento de su recuperacion, los
embriones suelen hallarse en diferentes estadios de desarrollo. Por otro
lado, los ovarios de las hembras sacrificadas en el matadero son una fuente
barata de ovocitos para la obtencion de embriones mediante técnicas de
maduracion y fecundacion in vitro que permiten la produccion de un gran
numero de embriones en la misma fase de desarrollo.

En la actualidad, son numerosos los equipos que trabajan en FIV en el
mundo. Como consecuencia de ello, existe una gran cantidad los trabajos
de revision sobre la maduracion, fecundacion y/o desarrollo de los
embriones (Wright v Bondioli, 1981; Brackett, 1983; Ball y col., 1984;
First y Parrish, 1987, Staigmiller, 1988, Betteridge y col., 1989; Rexroad,
1989, Barnes y Eyestone, 1990, Eyestone y First, 1990, Plachot y
Mandelbaum, 1990; Van Blerkom y col., 1990; Crozet, 1991b; Greve y
Madison, 1991; Marquant- Le Guienne, 1991; Kane y col., 1992; Petters,
1992; Trounson, 1992; Brackett y Zuelke, 1993; Brackett y Keskintepe,
1994; Gandolfi, 1994; Ledda y col, 1994; Bavister, 1995, Wright y
Ellington, 1995; Thompson, 1996), asi como los capitulos de libros que
versan sobre el tema (Brackett, 1981a, 1981b; Yanagimachi, 1981, 1994,
Brackett y Bousquet, 1984; Anderson, 1991; Crozet, 1991a; Parrish y
First, 1991; Racowsky, 1991; Ménézo y Renard, 1993; Gordon, 1994).

Los estudios realizados en el caprino son escasos en comparacion con los
existentes sobre el bovino. Sin embargo, esta especie presenta una serie de
ventajas sobre el bovino, sobre todo para su utilizacion experimental, como
son: (1) menor intervalo generacional, (2) periodo de gestacion mas corto,
(3) posibilidad de gestar mellizos e, incluso, trillizos, y (4) mayor facilidad
de manejo y menores costes de manutencion. Ademas, la cabra es una



especie interesante para la transgénesis, ya que a través de su leche se
podrian obtener substancias interesantes para las industrias farmacéutica y
quesera (Ebert y Schindler, 1993). Actualmente ya se ha descrito el
nacimiento de cabritos a partir de ovocitos madurados y fecundados in
vitro y cultivados temporalmente en el oviducto de una oveja (Crozet y
col., 1993) o en cultivos in vitro hasta el estadio de 4-8 células (Keskintepe
y col., 1994a) o hasta el de blastocisto (Cognie y col., 1995; Keskintepe y
col., 1996), indicando la aptitud de los ovocitos de esta especie para ser
fecundados en el laboratorio y producir embriones viables.

Las técnicas de MIV/FIV también permiten la obtencién de embriones de
hembras fuera de su etapa reproductiva, asi como de animales muertos o
con problemas de fertilidad, por lo que es una técnica de gran interés para
los programas de recuperacién de las especies en extincion y para la
multiplicacion de la descendencia de los animales de gran valor genético.

En las especies domésticas y de laboratorio, algunos investigadores han
utilizado hembras sexualmente inmaduras como donantes de ovocitos para
la FIV (revisado por Racowsky, 1991; Duby y col., 1996). El empleo de
ovocitos de hembras prepuberes en los esquemas de seleccién genética
permitiria acortar el intervalo generacional y obtener resultados mas
rapidamente (Betteridge y col., 1989; Duby y col., 1996), puesto que estas
hembras podrian tener descendencia antes de llegar a su edad reproductiva.
En nuestro laboratorio, utilizamos ovarios procedentes de cabras
sacrificadas en el matadero como donantes de ovocitos foliculares. Este
hecho nos obliga a trabajar con hembras prepuberes, ya que la camne de
caprino comercializada en Espafia procede de animales de
aproximadamente 2 meses de edad.

Los ovocitos procedentes de terneras prepuberes han demostrado ser
competentes para las técnicas in vitro, ya que se han descrito nacimientos
de terneros tras la FIV de estos ovocitos, tanto ovulados (Armstrong y
col., 1992) como madurados in vitro (Kajihara y col., 1991; Revel y col.,
1995). Sin embargo, los estudios realizados comparando los resultados de
FIV de los ovocitos de hembras preptberes con los ovocitos de adultas no
es muy abundante y proporcionan resultados contradictorios.



El éxito de la fecundacion in vitro requiere la preparacion adecuada tanto
del espermatozoide como del ovocito, asi como unas condiciones de
cultivo que sean favorables para la actividad metabolica de ambos gametos.
Los medios utilizados para la preparacion del semen y la fecundacion de los
ovocitos han de permitir tanto la capacitacion de los espermatozoides y el
mantenimiento de su motilidad como la fusion de los espermatozoides con
los ovocitos y la primera division de los cigotos formados. Aunque en la
mayoria de trabajos se utiliza el mismo medio para capacitar a los
espermatozoides y fecundar a los ovocitos, en algunos laboratorios se
utiliza un medio para cada proceso, ya que las necesidades de los gametos
masculinos no son exactamente las mismas que las de los gametos
femeninos (First y Parrish, 1987). En el caprino, los medios de capacitacion
y fecundacion mas utilizados son los medios TALP (Parrish y col., 1986),
mDM (Brackett y Oliphant, 1975) y TCM199.

Las necesidades para la capacitacion de los espermatozoides de mamifero
han sido investigadas de forma extensa y se ha observado que la heparina
es el glucosaminoglicano presente en el oviducto que posee una mayor
implicacion en la capacitacion fisiologica de los espermatozoides, por lo
que se suele utilizar sistematicamente en los laboratorios de FIV en
rumiantes (First y Parrish, 1988; Yanagimachi, 1994). En nuestro
laboratorio ya se ha estudiado el efecto de la heparina sobre la capacitacion
de los espermatozoides, la fecundacion y la division de los ovocitos de
cabras prepuberes madurados in vitro, habiéndose observado que su
empleo mejora los resultados (Palomo, 1995). Ademas de la capacitacion,
la motilidad espermatica parece ser un factor importante que influye en la
tasa de fecundacion por lo que muchos laboratorios utilizan algin agente
quimico para estimular y mantener la motilidad de los espermatozoides. De
todos ellos, la cafeina y la mezcla de penicilamina, hipotaurina y epinefrina
(PHE) son los mas empleados (revisado por Gordon, 1994). Sin embargo,
su uso no siempre es necesario y parece depender de la calidad y el tipo de
semen, del medio (Younis y col., 1991) y del protocolo de fecundacion
utilizado (Long y col., 1994)



Desde que en 1955, Averill y colaboradores (revisado por Ellington y col.,
1990a) publicaran el primer trabajo sobre las etapas iniciales del desarrollo
de embriones ovinos en oviductos de conejo, el uso de huéspedes
intermediarios para el cultivo de cigotos fecundados tanto in vivo como in
vitro han sido muy utilizados (Boland, 1984; Lu y col., 1987). Los
embriones de rumiante han sido cultivados temporalmente en oviductos de
oveja (bovino: Eyestone y col, 1987, Fukui y col, 1989; ovino:
Czlonkowska y col, 1991) y coneja (bovino: Lawson y col., 1972a;
Aoyagi y col., 1988; Fukui y col., 1989; Ellington y col., 1990a; Utsumi y
col. 1991; ovino: Lawson y col, 1972b; Crozet y col, 1987a). Sin
embargo, el paso por un huésped intermediario constituye un obstaculo
practico serio, ya que necesita un soporte técnico importante para realizar las
transferencias, es necesario mantener animales vivos, con todos los costes de
mantenimiento, cuidado y bienestar que ello comporta, y se suele producir la
perdida de algunos embriones. Para evitar estos problemas se han
investigado distintos sistemas de cultivo y co-cultivo para poder superar el
bloqueo del desarrollo de los embriones y permitir el avance de estos hasta
blastocisto (Heyman y col., 1987, Luy col., 1987; Eyestone y First, 1989,
Rexroad, 1989; Ellington y col., 1990a, 1990 b, 1990c).

Las ventajas del uso del cultivo in vitro sobre la transferencia transitoria de los
embriones a hembras receptoras son numerosas (Greve y Madison, 1991), ya
que, ademas de no comportar tantos gastos y que la perdida de embriones sea
minima, posee muchas mas posibilidades para el estudio detallado del
desarrollo embrionario, ya que se puede realizar un seguimiento exhaustivo del
proceso. No obstante, aunque algunos trabajos describen resultados de
desarrollo similar al fisioldgico cuando se cultivan embriones en un sistema
in vitro (Ellington y col., 1990b; Czlonkowska y col., 1991, Wright y
Ellington, 1995), algunos embridlogos continian utilizando animales
intermediarios, debido a los resultados inconstantes que proporcionan los
cultivos in vitro (Hawk y col., 1989). Ademas, muchas veces es dificil
determinar si el bajo desarrollo de los embriones in vitro es debido
directamente a unas condiciones de cultivo deficientes o es el resultado de
una reduccion en la competencia de los ovocitos madurados y fecundados
in vitro para desarrollarse (Trounson, 1992), por lo que el empleo del



cultivo in vivo en una hembra intermediaria es un método til para
comprobar la validez del cultivo in vitro.

Respecto al cultivo in vitro de los embriones, actualmente ya se han
obtenido numerosos nacimientos a partit de ovocitos madurados,
fecundados y cultivados hasta la etapa de blastocisto in vitro. Sin embargo,
unas condiciones de cultivo inadecuadas pueden producir el bloqueo del
desarrollo embrionario o una disminucién en la viabilidad de estos
embriones. Se ha observado que este bloqueo se produce en la etapa que
coincide con la activacion de genoma embrionario (Barnes y Eyestone, 1990;
Barmes y First, 1991, Van Soom y col., 1992a; Bavister, 1995), debido a la
activacion anormal de ciertos genes (Petters, 1992; Betteridge y Rieger,
1993),. En los embriones de rumiante, esta parada del desarrollo se produce en
la etapa de 8-16 células y se conoce con el nombre de bloqueo del 4° ciclo
celular (caprino: Wright y Bandioli, 1981; Bavister, 1988; bovino: Petters,
1992; ovino: Crosby y col., 1988). En la bibliografia, los sistemas utilizados
para superar este bloqueo in vitro son numerosos, habiéndose utilizado:
distintos medios de cultivo in vitro suplementados con suero y/o con
diversos tipos de células y medios acondicionado por células somaticas
(Gordon, 1994; Bavister, 1995; Thompson, 1996). El perfeccionamiento
de los sistemas de cultivo es muy anhelado, en términos de produccion de
embriones hasta un estadio preimplantacional deseado, tanto para los
estudios biotecnologicos como para la industria de transferencia de
embriones.

Al estudiar distintos sistemas de cultivo in vitro, siempre se han de tener en
cuenta las interacciones existentes entre todos los componentes del sistema
de cultivo in vitro (atmosfera, medios, suplementos, sueros, células
somaticas,...), ya que todos ellos estan relacionados, pudiendo producirse
varias combinaciones Optimas para el desarrollo embrionario, y, muchas
veces, un componente si es Optimo es gracias al resto de factores
existentes. Por todo esto, el intento de comparar datos entre laboratorios
es muy complicado y confuso debido al uso de una gran variedad de
medios y condiciones de cultivo (revisado por Bavister, 1995; Barnett y
Bavister, 1996). Ademas, se debe tener mucho cuidado al extrapolar



resultados de una especie a otra, ya que cada especie posee unas
necesidades concretas.

Desde que Gandolfi y Moor (1987) mostraron que los cigotos ovinos se
desarrollaban hasta blastocisto cuando eran co-cultivados con células
epiteliales de oviductos ovinos, mientras que los cultivados sin células no
progresaban mas alla de las 16 células, muchos trabajos han corroborado
este hecho (Eyestone y First, 1988, 1989, Rexroad, 1989; Aoyagi y col,,
1990; Ellington y col., 1990¢; Nakao y Nakatsuji, 1990; Pavasuthipaisit y
col., 1994, Rehman y col., 1994), por lo que este sistema es el mas
utilizado para cultivar embriones in vitro.

El co-cultivo con células somaticas es un sistema que se halla entre el cultivo
en un medio totalmente definido y el uso de recipientes intermediarios
(Betteridge y Rieger, 1993). Algunos autores han sugerido que los efectos
beneficiosos de los co-cultivo no son ni tejido- ni especie-especificos
(Marquant-Le Guienne, 1991; Goto y col., 1992; Pavasuthipaisit y col.,
1994). En el caprino, se han utilizado co-cultivos tanto de células del
cumulus/granulosa (Younis y col., 1991, 1992; Keskintepe y col., 1994b,
1996) como de células del epitelio oviductal (Sakkas y col., 1989; Prichard
y col., 1990, 1991; Buggin-Daubié y col., 1992; Crozet y col., 1995). El
uso de células del cumulus/granulosa tiene una ventaja obvia sobre las
células oviductales y es el hecho de que ellas pueden ser rapidamente
obtenidas durante el proceso rutinario de obtencion de los ovocitos para la
MIV. Sin embargo, al comparar su efecto con el de las células del epitelio
oviductal (CEO) se han obtenido resultados dispares y, asi, mientras que
para algunos autores las células del cumulus son mas beneficiosas (Berg y
Brem, 1989; Keskintepe y col., 1994a), otros han indicado la superioridad
de las CEO (Fukui y col., 1988b; Aoyagi y col., 1990, Wiemer y col.,
1991; Shamsuddin y col., 1993b; Rorie y col., 1994a; Feng y col., 1996).

En muchos protocolos de CIV, las principales fuentes proteicas del medio de
cultivo son la BSA y/o el suero afiadidos a él. Los suplementos séricos juegan
varios papeles importantes en el medio de cultivo, ya que proporcionan
substancias nutritivas basicas para los embriones jovenes y son una fuente de
factores de crecimiento que estimulan el crecimiento embrionario,



directamente, actuando sobre él, e indirectamente, si en el medio existen células
somaticas, ya que también actuan sobre ellas (Eckert y Niemann, 1995). El
suero contiene proteinas, aminoacidos, carbohidratos, elementos traza,
hormonas, factores de crecimiento y factores indefinidos (Takagi v col,,
1991). Su composicion y la concentracion de sus componentes varian en
funcidén del animal donante y el momento de su recogida, por lo que su
adicion al medio de cultivo, ademas de alterar la composicion original del
medio (Bavister, 1995), es una fuente de variacion muy importante
(Ellington y col., 1990c), por lo que este medio se le clasifica como
“indefinido” . Aunque el uso de suero puede ser beneficioso para el desarrollo
embrionario (Pinyopummintr y Bavister, 1991), también puede no tener ningtin
efecto, dependiendo de su origen, momento de adicion y, quizés, del
tratamiento de inactivacion por calor, ya que diversos laboratorios han
observado que su presencia no es necesaria para el desarrollo de los
embriones hasta blastocisto (Mermillod y col., 1992¢, 1993b; Carolan y
col., 1995; Eckert y Niemann, 1995; Lim y col., 1996a).

Los medios utilizados para el cultivo de embriones de rumiante son muy
diversos. Algunos tienen una formulacién muy sencilla, formada por sales
inorganicas y algunas fuentes energéticas y proteicas, como por ejemplo los
medios CZB y mSOF. Otros son mas complejos y contienen sales
inorganicas, aminoacidos, vitaminas, substratos energéticos y otros
componentes, como los medios TCM199 y Ham’s F10. Parece ser que el
medio de cultivo, las condiciones de cultivo y el uso de distintos tipos
celulares para el co-cultivo estdn muy correlacionados y el éxito del
"proceso depende de la combinacion utilizada (Fukui y col., 1991; Bavister,
1995).

Otro medio de cultivo utilizado es el denominado cultivo acondicionado.
Este sistema consiste en incubar células sométicas en el medio que
posteriormente sera utilizado para cultivar a los embriones en ausencia de
ellas, por lo que se halla entre el cultivo en un medio convencional y el co-
cultivo con células somaticas. Las ventajas del empleo de medio
acondicionado sobre el co-cultivo son: (1) la disminucion del riesgo de
contaminacion del medio, (2) la eliminacion del efecto confuso de la
presencia de tejidos adicionales, (3) el facilitar los procesos bioquimicos



para la bsqueda de factores embriotroficos solubles y (4) el hecho de que
se pueda almacenar congelado (Eyestone y col., 1991; Bavister y col,
1992).

Para algunos autores la presencia de las células somaticas durante el cultivo
de los embriones no es necesaria (Eyestone y First, 1988, 1989; McCaffrey
y Screenan, 1991; Vergos y col., 1991; Mermillod y col., 1992¢c; Cognie y
col., 1994), mientras que otros han indicado que el contacto fisico entre el
embrion vy las células somaticas podria ser esencial para el desarrollo de
dichos embriones (Rexroad y Powell, 1988b; Bongso y col., 1990;
Ellington y col., 1990¢; Boccart y col., 1991; Naqvi y col., 1992; Rieger y
col.,, 1992, 1995; Trounson y col., 1994; Hernandez-Ledezma y col.,
1995).

En conclusion, no existe una estandarizacion de los protocolos de
Fecundacion in vitro (FIV) y de Cultivo in vitro (CIV), es por ello que el
objetivo global de este trabajo ha sido determinar las condiciones mas
adecuadas para la FIV y el CIV en nuestro laboratorio, de ovocitos de
cabras prepuberes madurados in vitro. Para ello, este estudio se ha
concretado en los siguientes objetivos:

1- Comparar el efecto de distintos medios (mDM, TALP y TCM199)
utilizados para la capacitacion de los espermatozoides y/o la fecundacion
sobre la penetracion de los ovocitos y el desarrollo in vitro de los
embriones.

2- Comparar el efecto de la utilizacion de agentes quimicos estimulantes de
la motilidad espermatica, como la cafeina y la PHE, sobre la fecundacion y
el desarrollo embrionario in vitro.

3- Determinar el tipo de tejido, granulosa u oviducto, y el origen, caprino o
bovino y de adulta o de prepuber, mas propicios para el co-cultivo de los

embriones caprinos, producidos in vitro, hasta el estadio de blastocisto.

4- Estudiar el efecto de la presencia de suero en el co-cultivo sobre el
desarrollo embrionario.
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5- Comparar distintos medios de CIV (TCM199, Ham's F10, CZB y SOF).

6- Comparar el desarrollo de los embriones caprinos co-cultivados in vitro
con células del epitelio oviductal o cultivados in vivo en el oviducto de
conejas receptoras.

7- Comparar la capacidad de los ovocitos foliculares de cabras preptiberes

para madurar, ser fecundados y desarrollarse in vitro hasta blastocisto con
la de los ovocitos procedentes de cabras adultas.
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CAPITULO 2
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1.- MADURACION DEL OVOCITO

En los mamiferos, la ovogénesis empieza durante la vida fetal, cuando las
células germinales se diferencian en ovogonias y empiezan a multiplicares
mediante divisiones mitéticas. Transcurridos un nimero determinado de
divisiones, las ovogonias se transforman en ovocitos primarios al entrar en
la profase de la primera division meiotica. Esta etapa que se caracteriza por
su larga duracion, ya que los ovocitos no prosiguen la meiosis hasta que la
hembra no alcanza la madurez sexual y los foliculos antrales se exponen a
la estimulacion de las gonadotropinas (Racowsky, 1991; Eppig, 1993). La
maduracion podria definirse como los cambios fisiologicos que se producen
en el ovocito durante la fase preovulatoria, que lo capacitan para ser
fecundado (Leibfried-Rutledge y col., 1987).

1.1. BASES FISIOLOGICAS DE LA MADURACION

El ovocito, tras haber completado el crecimiento de la vesicula germinativa
(VG), se caracteriza por poseer una membrana relativamente impermeable,
intimamente asociada a las células foliculares adyacentes a través de
uniones en hendidura, sus organulos celulares se hallan situadas en la
periferia, el nivel de transcripcion es bajo y poseen un patron estable de
sintesis proteica. La maduracion implica una serie de cambios en una
amplia variedad de actividades celulares, incluyendo la transcripcion,
sintesis y modificaciones postranslacionales de las proteinas (revisado por
Moor y Gandolfi, 1987).

1.1.1. Maduracion nuclear

La maduraciéon nuclear es un proceso necesario para que el ovocito
reduzca su carga cromosomica, convirtiéndose en haploide, y asi, una vez
fecundado por un espermatozoide, pueda dar lugar a un cigoto diploide y
viable.
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Los ovocitos primarios de mamifero se encuentran detenidos en el estadio
de diplotene de la primera division meidtica. Al llegar el animal a su
madurez sexual, y respondiendo al pico preovulatorio de gonadotropinas,
el ovocito reemprende la meiosis con la rotura de la vesicula germinativa
(Germinal Vesicle Breack Down, GVBD), posteriormente desaparecen los
nucleolos y los cromosomas se condensan y se orientan formando la
Metafase I, tras este hecho se suceden rapidamente la Anafase I y la
Telofase 1 y se produce la expulsion del primer corpusculo polar,
formandose un ovocito secundario. En contraste con la Profase I, que es
extremadamente larga, la Profase II virtualmente no existe y el ovocito
pasa directamente a la Metafase II, momento en el que se produce la
segunda interrupcion de la meiosis y el ovocito es ovulado y fecundable
(Betteridge y col., 1989). La segunda division meidtica no termina hasta
que el ovocito es penetrado por un espermatozoide y se produce la
expulsion del segundo corpusculo polar (Anderson, 1991).

En la primera division meiética se forman dos células hermanas de muy
distinto tamafio, ya que mientras que una de las células, el ovocito, se
queda con casi todo el citoplasma, la otra, el primer corptsculo polar, es
mas pequefia y, ademas de los cromosomas, contiene algunas mitocondrias,
ribosomas y granulos corticales (revisado por Gordon, 1994).

1.1.2. Maduracién citoplasmatica -

Aunque los cambios nucleares pueden ser claramente observados en el
ovocito, existen otra serie de cambios, a nivel del citoplasma y de la
superficie del ovocito, que son mucho menos evidentes y muy importantes
para el éxito de la posterior fecundacion y desarrollo embrionario (Ball y
col., 1983; Fukushima y Fukui, 1985).

Ya en 1935, Pincus y Enzman observaron que los ovocitos mamiferos al
ser retirados de su ambiente folicular retomaban la meiosis y llegaban a una
configuracién cromosoémica indicativa de la maduracion nuclear, proceso
que es conocido como maduracion espontanea. Posteriormente, diversos
autores han observado que dichos ovocitos no son competentes para una
normal fecundacion y posterior desarrollo embrionario, con lo que se
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deduce que, en el proceso normal de maduracion, a parte de la reduccion
de la carga cromosomica, se producen otras modificaciones celulares
necesarias para la plena maduracion del ovocito y que la maduracion
nuclear no siempre se corresponde con la maduracion completa del ovocito
(Thibault y Gérard, 1970, Moor y Trounson, 1977; Trounson y col., 1977).

Previamente a la fecundacion, el citoplasma del ovocito sufre una serie de
cambios que le hacen competente para poder soportar la descondensacion
de la cromatina del espermatozoide y la subsiguiente formacion de los
pronicleos (revisado por Thibault y col., 1987, Racowsky, 1991). En la
oveja, se ha observado que la adquisicion de la competencia citoplasmatica
es dependiente del contacto fisico entre el complejo cumulus-ovocito y las
células de la granulosa que le rodean (Staigmiller y Moor, 1984; Crozet y
col., 1987a). Sin embargo, no esta claro si en el bovino este contacto con
las células de la granulosa es necesario (Thibault y col, 1987) o no
(Fukuda y col, 1990) para la maduracion del citoplasma. No obstante, es
ampliamente conocido que, en todas las especies mamiferas estudiadas, el
proceso de maduracion citoplasmatica es mejorado al mantener la
integridad de la asociacion del ovocito con las células del cumulus a las que
estd adherido (revisado por Vanderhyden y Armstrong, 1989).

Segin Gordon (1994) la maduracién citoplasmatica del ovocito esta
formada por dos fases: la primera es una fase inductiva, que dura hasta la
GVBD, en la que existen pocos cambios estructurales y sintéticos y en la
que parece producirse una reprogramacion de los elementos somaéticos del
foliculo y la segunda es una fase de sintesis en la que la mayoria de
componentes del ovocito sufren una reorganizacion. En el ovocito bovino
(Kruip y col, 1983) y en el ovino (Moor y Gandolfi, 1987),
aproximadamente 8 horas después del pico de LH, las mitocondrias se
mueven hacia una posicion mas cortical y durante las 8 y 19 horas
siguientes, concretamente durante el establecimiento de la Metafase I, se
forman agregados compuestos por mitocondrias, gotas lipidicas y cisternas
de reticulo endoplasmico liso. Estos agregados han sido denominados
“unidades metabolicas” y su funcion podria ser convertir los lipidos y los
hidratos de carbono en fuentes de energia utilizadas por las mitocondrias
para producir niveles elevados de ATP. Después de la expulsion del primer
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corpusculo polar (19-25 horas), las mitocondrias se van distribuyendo
homogéneamente por el citoplasma, y las vesiculas y otros organulos
toman una posiciébn mas central. Durante este proceso, los granulos
corticales se van situando justo debajo de la membrana plasmatica y es
fundamental que este hecho discurra normalmente para que en el momento
de la inseminacion se produzca la correcta exocitosis del contenido de
dichos granulos hacia el espacio perivitelino, modificandose la zona
pelicida y produciendo un bloqueo efectivo de la poliespermia (Crozet,
1991a). La reorganizacion de los organulos citoplasmaticos es un proceso
esteroide-dependiente y consecuencia de la interrupcion de la
comunicacion entre el ovocito y las células del cumulus (Kruip y col,
1983).

Durante el periodo que transcurre desde el GVBD y la Metafase II se
sintetizan varios factores indispensables para la posterior fecundacién
normal, como son el factor de crecimiento del prontcleo masculino (male
pronucleus growth factor, MPGF) y el factor de desarrollo del pronucleo
espermatico (sperm pronucleus development factor, SPDF) (Yanagimachi,
1981).

En cuanto a los cambios metabdlicos que se producen durante la
adquisicion de la madurez citoplasmatica, se ha observado que se produce
la sintesis de nuevas proteinas que podrian estar asociadas con la
regulacion de los niveles de glutation a nivel citoplasmatico (Racowsky,
1991). El glutation posee un papel clave en la reduccion de los puentes
disulfuro de las protaminas, prerrequisito indispensable para la
descondensacion de la cromatina espermatica y la formacion del prontcleo
masculino (Perrault y col., 1984). Al bloquear la sintesis de glutation en los
primeros estadios de la maduracion in vitro, el citoplasma de los ovocitos
cuyo nucleo se halla en Metafase II (nuclearmente maduro) es incapaz de
soportar la descondensacion del nucleo del espermatozoide, indicando que
la sintesis de glutation en etapas tempranas de la maduracion es
imprescindible para obtener una correcta fecundacion (Perrault y col,
1988). Rieger y Loskutoff (1994), estudiaron los cambios en la actividad
metabolica de ovocitos bovinos durante la maduracion in vivo y observaron
que el metabolismo oxidativo aumentaba a lo largo del proceso, siendo éste
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la mayor fuente de produccién energética durante el periodo de
maduracion. La maduracion también implica una serie de cambios en la
transcripcion, sintesis y modificaciones postranslacionales de las proteinas
(Moor y Gandolfi, 1987). Existen evidencias que demuestran que algunas
de las proteinas sintetizadas durante la maduracion persisten en los
primeros estadios del desarrollo embrionario, con lo que si su sintesis no se
produce correctamente el ovocito no se transformara tras la fecundacion en
un embrion normal (Moor y Gandolfi, 1987).

1.1.3. Maduracioén de la zona pelicida

La zona peliicida es una envoltura externa del ovocito que esta formada
principalmente por glucoproteinas y cuya composicion es especifica de
cada especie, evitando la penetracion de espermatozoides de otra especie
(revisado por Betteridge, 1995). La zona peltcida es la responsable de la
induccion de la reacciéon acrosomica del espermatozoide y del bloqueo de
la penetracion del ovocito por mas de un espermatozoide (Crozet y
Dumont, 1984).

Aunque la zona pelacida se sintetiza durante el crecimiento del ovocito, la
capacidad de ser reconocida y penetrada por un espermatozoide es
adquirida con posterioridad (Revisado por Thibault y col., 1987). Durante
la maduracion, se producen una serie de cambios en la estructura de la
zona pelicida que le conferiran la capacidad de ser atravesada por un
espermatozoide. Algunas de estas modificaciones son el desarrollo de
multiples poros en la cara externa de la zona pelicida y el llenado de éstos
con proteoglicanos secretados por las células del cumulus, que ayudaran al
espermatozoide a penetrarla (revisado por Plachot y Mandelbaum, 1990).

1.2. CONTROL DE LA MADURACION
Los ovocitos no reinician la meiosis dentro del foliculo antes del pico

preovulatorio de LH, pero si son retirados del foliculo y puestos a cultivar
in vitro, se activan y maduran. Este hecho y la observacion de que en las
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células de la granulosa existen receptores para la LH mientras que en el
ovocito no, indican que las células foliculares, esencialmente las de la
granulosa, inhiben el reinicio de la meiosis (Thibault y Gérard, 1987).
Ademas de factores inhibidores de la maduracion, también se han hallado
factores que controlan su reinicio y la progresion meiotica.

1.2.1. Factores inhibidores de la maduracion

Actualmente se conocen al menos 3 inhibidores de la meiosis: el AMP
ciclico (AMPc), el factor inhibidor de la meiosis (OMI) y las purinas.

En todos los mamiferos estudiados se ha observado que cuando el nivel
intracelular de AMPc se aumenta experimentalmente, la meiosis no se
reinicia (revisado por Thibault y Gérard, 1987, Racowski, 1991; Eppig,
1993). Durante la maduracion, tanto in vitro como in vivo, los niveles
citoplasmaticos de AMPc disminuyen entre la rotura de la vesicula
germinativa (GVBD) y la Metafase I (revisado por Thibault y Gérard,
1987). No esta claro si el AMPc presente en el ovocito es sintetizado por él
mismo o proviene de las células foliculares, que lo sintetizarian bajo la
accion de las gonadotropinas y seria transferido a través de las uniones en
hendidura que existen entre ellas y entre ellas y el ovocito. La descarga
hormonal preovulatoria, aunque produciria un aumento de la sintesis de
AMPc en las células foliculares, también provocaria una rapida disociacion
de las comunicaciones intercelulares, con lo que la entrada de AMPc al
interior del ovocito quedaria disminuida.

En 1975, Tsafriri y Channing aislaron un componente en el fluido folicular
de cerdo que reducia el porcentaje de ovocitos de cerda y rata que
retomaban la meiosis en cultivo, al que denominaron inhibidor de la meiosis
del ovocito (Oocyte Meiosis Inhibitor, OMI). Sin embargo, otros autores
no han podido demostrar ningin efecto del fluido folicular sobre la meiosis
(Sirard y First, 1988). Segun una hipétesis formulada por Thibault y
Gérard (1987), las células de la granulosa sintetizarian un precursor del
OMI que estaria presente en el liquido folicular. Este precursor, para poder
actuar sobre el ovocito deberia sufrir una transformacion en las células del
cumulus que produciria la forma activa del OMI. Esto explicaria el hecho
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de que los extractos peptidicos del liquido folicular tinicamente inhiben la
maduracion del ovocito cuando se hallan en presencia de células del
cumulus y que la inhibicién producida por las células de la granulosa es
amplificada por la presencia de liquido folicular (Sirard y col., 1992).

Downs y Eppig (1985) observaron que bases y nucledsidos puricos
presentes en el fluido folicular de cerdo y raton podian ser responsables de
la inhibicion de la meiosis en el foliculo. Parece ser que estas bases
favorecen el mantenimiento de un nivel elevado de AMPc intraovocitario al
inhibir su enzima de destruccion, la fosfodiesterasa (Thibault y Gérard,
1987, Szollosi, 1991; Eppig, 1993).

1.2.2. Control del reinicio de Ia meiosis

Un ovocito no es competente para reanudar la meiosis hasta que no posee
de un 80% a un 90% de su volumen definitivo (Thibault y Gérard, 1987).
Esto podria estar relacionado con el hecho de que durante su crecimiento,
el ovocito sintetiza y acumula ARN y proteinas que le seran indispensables
para su maduracion, fecundacion y desarrollo (Moor y Gandolfi, 1987,
Betteridge y col., 1989). La sintesis de ARN, en el bovino y otros
ungulados, decrece marcadamente cuando el ovocito reanuda la meiosis y
se ha observado que la sintesis de ARNm es necesaria para que se
produzca el GVBD (Gordon, 1994).

A nivel ultraestructural, el citoplasma de los ovocitos inmaduros bovinos
(Shamsuddin y col., 1993a) y ovinos (revisado por Moor y Gandolfi, 1987)
contiene un gran numero de vesiculas y gotitas lipidicas distribuidas por la
zona central, asi como grupos de mitocondrias, granulos corticales,
complejos de Golgi y cisternas de reticulo endoplasmatico liso situados en
la periferia del ovocito. El espacio perivitelino es muy estrecho y el ovocito
se haila rodeado por la zona pelucida (ZP), la cual se halla penetrada por
numerosas proyecciones de las células del cumulus (Anderson, 1991). La
interrupcion de la comunicacion intercelular entre el ovocito y las células
de la granulosa parece iniciar los cambios citoplasmaticos asociados con la
maduracion preovulatoria (revisado por Van Blerkom y col., 1990).
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La descarga gonadotropica preovulatoria induce una serie de cambios
morfoldgicos y funcionales en las células foliculares que hacen desaparecer
el efecto inhibidor de éstas sobre la maduracion del ovocito (revisado por
Moor y Gandolfi, 1987). Tras el pico de LH, se produce la interrupcion de
las comunicaciones intercelulares, debido, en parte, a la secrecioén de acido
hialurénico por parte de las células del cumulus, que provoca la separacion
fisica entre el ovocito y las células del cumulus, y, como consecuencia, la
disminucién del nivel intraovocitario de AMPc (revisado por Thibault y
col., 1987; Szollosi, 1991).

En el citoplasma de los ovocitos primarios se ha hallado un factor
promotor de la maduracion (Maturation Promoting Factor, MPF) que se
encuentra inactivo en los ovocitos inmaduros (Motlik, 1989; revisado por
Eppig, 1993). Este factor, se activa después de una serie de reacciones de
fosforilacion-desfosforilacion y desencadena dos de los primeros cambios
nucleares en el reinicio de la meiosis, la condensacion de la cromatina y el
GVBD. Ademas, tras la fecundacion, el MPF podria actuar en la
transformacion del nicleo del espermatozoide en cromosomas metafésicos
(Abeydeera y col., 1993).

En la literatura también se especula sobre la existencia de un factor
estimulador del reinicio de la meiosis. Su existencia y naturaleza todavia no
han sido confirmadas y los posibles candidatos son el calcio, algunos
productos de la glicolisis (ATP, piruvato), factores de crecimiento,
prostaglandinas, la insulina y la activina A (Racowski, 1991),

1.3. MADURACION IN VITRO

El objetivo de los sistemas de maduracion in vitro (MIV) es lograr en el
laboratorio que los ovocitos sigan las mismas transformaciones que durante
el periodo de maduracion folicular previo a la ovulacion y, asi, obtener
ovocitos viables para la fecundacion y el desarrollo embrionario.
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1.3.1. Obtencion de los ovocitos

Los ovocitos inmaduros utilizados para la MIV pueden ser obtenidos a
partir de hembras vivas, mediante la puncion de los foliculos, via
endoscopica (Sirard y Lambert, 1985; Schellander y col., 1989) o
transvaginal (Kruip y col., 1990), o a partir de los ovarios de hembras
sacrificadas en el matadero. Este segundo sistema es el mas utilizado para
la investigacién de la MIV, FIV y CIV, ya que proporciona un mayor
numero de ovocitos que los anteriores, aunque con él se obtiene una
poblacion muy heterogénea de ovocitos debido a la variacion en el estado
fisiologico y patologico de las hembras sacrificadas.

Las principales técnicas utilizadas para obtener los ovocitos de dichos
ovarios son: (1) la diseccidon de los foliculos (Lu y col., 1987, 1988a), que
permite obtener a los ovocitos respetando la maxima integridad de su
cumulus (Lonergan y col., 1991); (2) la aspiracion de los foliculos (Iritani y
Niwa, 1970; Leibfried y First, 1979), técnica que, aunque disminuye la
cantidad de ovocitos obtenidos por ovario y la integridad del cumulus del
complejo cumulus-ovocito con respecto a la técnica anterior, ha sido muy
utilizada en el bovino debido a su mayor rapidez de realizacién (Lonergan y
col,, 1991); y (3) las técnicas de recogida en masa (Pawshe y col., 1994b),
que, aunque permiten obtener un gran numero de ovocitos en poco tiempo,
éstos, al provenir de foliculos de muy diverso tamafio, poseen una calidad
muy variable, por lo que es necesario realizar una estricta seleccion de ellos
antes de iniciar la MIV (Martino y col., 1994a). ‘

1.3.2. Factores que afectan a la calidad de los ovocitos

1.3.2.1. Edad de la hembra donante

En las especies domésticas y de laboratorio se han utilizado como donantes
de ovocitos de foliculos antrales hembras tanto sexualmente maduras como
inmaduras (revisado por Racowsky, 1991). El uso de ovocitos de hembras
prepuberes en los esquemas de seleccion genética permitiria acortar el
intervalo generacional y obtener resultados mas rapidamente (Betteridge y
col., 1989).
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En la actualidad ya se han producido nacimientos de terneros a partir de
ovocitos ovulados (Armstrong y col., 1992) o madurados in vitro (Kajihara
y col, 1991; Revel y col., 1995) procedentes de terneras prepuberes
estimuladas hormonalmente. La bibliografia existente hasta el momento
comparando la calidad de los ovocitos de animales prepuberes con la de los
de adultos proporciona resultados contradictorios. Diversos autores han
observado que los ovocitos procedentes de animales preptiberes maduran,
son fecundados y se desarrollan in vitro en menor grado que los
procedentes de animales adultos (vaca: Dahlhausen y col., 1981; Kajihara y
col., 1991; Lévesque y Sirard, 1992; Mermillod y Saumande, 1992; Torner
y col, 1992; Palma y col., 1993; Revel y col., 1993). Sin embargo, para
otros, los ovocitos de hembras prepuberes y de adultas, tras la maduracion
in vitro, dan resultados similares de ovocitos en Metafase II (cabras:
Martino y col., 1995; Mogas, 1994; bovino: Armstrong y col., 1992; Revel
y col., 1995), de FIV y division (Cabras: Mogas, 1994; vaca: Mermillod y
Saumande, 1992; Revel y col., 1995) y de desarrollo hasta blastocisto
(Cabras: Mogas, 1994; vaca: Mermillod y Saumande, 1992; Armstrong y
col., 1994; Irvine y col., 1993; Revel y col., 1993; Thonon y col., 1993,
ovino: Earl y col., 1995; Ledda y col., 1996) o incluso un mayor porcentaje
de division y desarrollo que los procedentes de adulta (Armstrong y col.,
1992).

Por otra parte, Thonon y col. (1993) han obtenido mejores resultados de
division y desarrollo, tras una MIV/FIV, al utilizar ovocitos procedentes de
ovarios de terneras prepuberes no estimuladas que ovarios de vacas
prefiadas.

1.3.2.2. Estimulacién hormonal de la hembra

Para poder incrementar el nimero de foliculos por ovario con un didmetro
apropiado para contener un ovocito plenamente competente se han
utilizado tratamientos de estimulacién ovarica con FSH y/o PMSG antes de
la recogida de los ovocitos. En las hembras prepuberes el crecimiento
folicular también puede ser estimulado mediante la aplicacion de un
tratamiento hormonal y los ovocitos obtenidos de dichos ovarios pueden
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madurar y ser fecundados en la misma proporcion que los ovocitos
procedentes de hembras adultas (revisado por Duby y col., 1996). Pero, al
igual que en el apartado anterior, los resultados de desarrollo hasta
blastocisto obtenidos con ovocitos de hembras prepuberes estimuladas
varian ampliamente entre laboratorios, y asi, mientras que para algunos
investigadores (Revel y col., 1993; Duby y col., 1996) estos ovocitos se
desarrollan peor que los de adulta, para otros la estimulacion hormonal de
hembras prepiberes puede proporcionar ovocitos de la misma calidad
(Cabra: Mogas, 1994; ovino: Earl y col., 1995; Bovino: Armstrong y col.,
1992, 1994, Mermillod y Saumande, 1992; Irvine y col., 1993) o incluso
superior (Armstrong y col., 1992) que los procedentes de hembras adultas
no estimuladas, en términos de morulas y/o blastocistos. No obstante,
algunos de estos autores (cabras: Song y col., 1987; Mogas, 1994; bovino:
Revel y col., 1993; 1995) al comparar la viabilidad de estos ovocitos con la
de los ovocitos procedentes de hembras preptberes no tratadas, no han
hallado un efecto beneficioso de dicha estimulacion, con lo que concluyen
que €sta no es necesaria.

Los principales inconvenientes del uso de tratamientos hormonales de
estimulacion ovarica son la respuesta variable de las hembras y la
postbilidad de una activacion de los ovocitos antes de su recogida (Moor y
col., 1985; Callesen y col., 1986; Kumar y col., 1990).

1.3.2.3._Seleccidn de los ovocitos

La seleccion de los ovocitos que se pondran a madurar es fundamental para
la obtencion de buenos resultados en la maduracion, fecundacion y
desarrollo embrionario. Los mejores indicadores de la viabilidad de un
ovocito son un tamafio grande, un citoplasma homogéneo y la presencia
de, como minimo, una capa completa de células del cumulus rodeando al
ovocito (Brackett y Zuelke, 1993; Blondin y Sirard, 1995).
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1.3.2.4. Diametro v aspecto de los foliculos ovaricos

Los ovarios procedentes de animales sacrificados en el matadero poseen
foliculos de tamafios muy diversos. Los ovocitos de los foliculos pequefios
todavia no han completado su crecimiento y, por tanto, no son viables para
la maduracion, ya que no han podido sintetizar las proteinas necesarias para
su posterior desarrollo. Tanto en cabras adultas (De Smedt y col., 1992)
como en prepuberes (Martino y col., 1994b), se ha observado que los
ovocitos que proceden de foliculos de pequefio diametro (1-2 mm) quedan
bloqueados en Metafase 1. Este bloqueo desaparece a medida que aumenta
el tamafio del foliculo debido al crecimiento del ovocito que acompafia el
crecimiento folicular. Segiin un estudio realizado por Crozet y col. (1995),
los ovocitos de cabra procedentes de foliculos de mas de 5 mm de diametro
tras ser madurados, fecundados y cultivados in vitro producen
proporciones de mérulas y blastocistos comparables a los que se obtienen
con ovocitos ovulados.

La apariencia macroscopica del foliculo también puede ser un aspecto a
tener en cuenta para seleccionar a los ovocitos mas viables que se pondran
a madurar, ya que los ovocitos procedentes de foliculos trashicidos tienen
una viabilidad reducida debido a la atresia avanzada que sufren (Greve y
Madison, 1991; Blondin y Sirard, 1995).

1.3.3. Factores que afectan a la maduracion

La gran influencia que poseen las condiciones de cultivo utilizadas para la
MIV sobre la fecundacion y el posterior desarrollo embrionario, es
reconocida por todos los investigadores (revisado por Brackett y Zuelke,
1993; Gordon, 1994).

1.3.3.1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados para la MIV son muy diversos y van
desde soluciones fisiologicas simples hasta medios complejos que contienen

26



amino4cidos, vitaminas, purinas y otros compuestos considerados como
esenciales para los cultivos celulares generales.

En rumiantes, aunque se han usado con éxito los medios Ham’s F10,
Ham’s F12, BMOC-3 y MEM para madurar ovocitos (Fukushima y Fukui,
1985, Staigmiller, 1988; Leibfried-Rutledge y col., 1989), los medios
TCM199 y TALP parecen ser los de eleccion para los trabajos de
MIV/FIV (Ball y col., 1983; Parrish y col., 1986, Sirard y col., 1988;
Greve y Madison, 1991). De todos modos, sea cual sea el medio utilizado,
el pH y la osmolaridad deben oscilar entre 7,2 y 7,4 y 285-320 mOsm,
respectivamente (Staigmiller, 1988).

1.3.3.2. Condiciones de cultivo

- Condiciones de incubacion

La atmosfera gaseosa existente en el incubador esta muy relacionada con la
composicion del medio de maduracion. Cuando se usa un medio
tamponado con bicarbonato es necesario un cierto nivel de CO, para el
funcionamiento fisiologico normal de las células y para mantener constante
el pH del medio. Concretamente en el bovino (Shamsuddin y col,, 1993a),
al utilizar una atmdsfera formada por un 5% de CO, en aire
(aproximadamente 20% de O,), la extrusion del primer corpasculo polar se
produce antes en un medio tamponado con HCO; (20 horas) que con
HEPES (24 horas), aunque la reorganizacion de los organulos
citoplasmaticos es completada transcurrido el mismo tiempo (20 horas o
mas), independientemente de las condiciones del cultivo, con lo que si el
cultivo dura unas 24 horas no es necesario un suplemento de CO, en la
atmosfera del incubador. En un estudio realizado por Pinyopummintr y
Bavister (1995) sobre el efecto de distintas concentraciones de O, (5%,
10% y 20%) y CO; (2,5%, 5% y 10%) en la maduracion de ovocitos
bovinos, no observaron diferencias en los porcentajes de Metafase II entre
las 3 concentraciones de CO, pero si entre las de oxigeno, ya que un 20%
de O, (aproximadamente la concentracion que existe en el aire) dio mejores
resultados que las otras dos concentraciones.
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Normalmente el cultivo se suele realizar a la temperatura corporal
fisiologica de la especie a la que pertenecen los ovocitos (revisado por
Gordon, 1994), en una atmosfera gaseosa de un 5% CO, en aire y
humedad méxima (Gordon, 1990).

- Tiempo de cultivo

En cuanto al tiempo de permanencia de los ovocitos en el medio de
maduracion, Pawshe y col. (1994) estudiaron la maduracion in vitro de
ovocitos de cabras en TCM199 suplementado con un 10% de suero fetal
bovino (SFB) y gonadotropinas y hallaron que al inicio del cultivo (0 h) la
mayoria de ovocitos eran VG, a las 4 h se producia la rotura de la
membrana de la VG y a las 12-14 h estaban en Metafase 1. La placa
cromosémica de la segunda division meidtica empezé a formarse a las 16 h
y termind a las 20-24h. Seglin Martino y col. (1994a), el cultivo de
ovocitos procedentes de cabras prepuberes durante 27 horas proporciona
mejores resultados de maduracion que el cultivo durante 24 horas. En
general, los tiempos utilizados en el caprino varian ligeramente entre
laboratorios (24h: Pawshe y col., 1994a; 25 h: Song e Iritani, 1987, Younis
y col., 1991; 27 horas: De Smedt y col., 1992; Martino y col., 1994 ;
Keskintepe y col., 1994a,b, Crozet y col., 1995; 32h: Chauhan y Anand,
1991).

El tiempo necesario para completar la maduracion in vitro es ligeramente
distinto entre especies (revisado por Staigmiller, 1988 y por Greve y
Madison, 1991)

- Sistema de cultivo

Los dos sistemas de cultivo més utilizados para la maduracion son las
microgotas de medio cubiertas de aceite o algunos mililitros de medio en
una placa de petri y, generalmente, con células de la granulosa. Las células
del cumulus concentradas en un pequefio volumen de medio de cultivo
pueden jugar un papel equivalente al de las células de la granulosa en
volumenes mayores, como observé Martino y col. (1994) al madurar CCOs
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de cabras prepuberes en microgotas de 50 pl o en 2 ml de medio con
células de la granulosa, ya que no hallé diferencias en los resultados de
maduracion obtenidos en ambos sistemas.

1.3.3.3. Presencia de las células del cumulus

El final de la maduracion nuclear no necesariamente se identifica con una
maduracion citoplasmatica normal. Segiin Trouson (1992), existen varios
componentes esenciales para poder completar tanto la maduracion nuclear
como la citoplasmatica y uno de ellos, quizas el principal, es la presencia de
las células del cumulus. La extraccion del complejo cumulus-ovocito del
foliculo provoca la transcripcion espontanea de varios tipos de ARN que
codifican proteinas relacionadas con el reinicio de la meiosis (Trouson,
1992). Es esencial que dicha transcripcion y sintesis proteica ocurran para
que se produzca la rotura de la vesicula germinativa (GVBD) en la vaca
(Hunter y Moor, 1987) y en la cabra (Pawshe y col., 1994a).

Las células somaticas que rodean al ovocito facilitan la produccion de
nutrientes y su transporte hacia el interior del ovocito, ademas generan
sefiales que controlan y regulan el metabolismo del ovocito, asi como
muchos aspectos de su maduracion (Greve y Madison, 1991). Las células
de la granulosa y/o del cumulus pueden actuar sobre el ovocito ya sea
directamente mediante sus uniones permeables o a través de receptores del
ovocito para sus productos de secrecion (Thibault y Gérard, 1987).

Las células del cumulus no son necesarias para la maduracion nuclear del
ovocito y su penetracion (Crister y col., 1986, Marquant-Le Guienne,
1991; Chian y col., 1994). Sin embargo, su presencia acelera el proceso de
maduracion (Vanderhyden y Armstrong, 1989) y la interaccion de ellas con
el ovocito ayuda a incrementar los porcentajes de formacion del prontcleo
masculino durante la fecundacion ( Ball y col., 1983; Vanderhyden y
Armstrong, 1989; Chian y col., 1994), ya que estas células parecen tener
un papel importante en la formacion o activacion del SPDF durante la
maduracion (Chian y col, 1994), y mejoran el posterior desarrollo
embrionario (Crister y col.,, 1986; Marquant-Le Guienne, 1991). Las
células del cumulus, ademas de ayudar a mantener la penetrabilidad del
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ovocito, tienen un papel adicional promoviendo la maduracion normal del
citoplasma, hecho que queda demostrado con la reduccion de la frecuencia
de fecundaciones anormales en los ovocitos al ser madurados con sus
células del cumulus (Vanderhyden y Armstrong, 1989). También se ha
observado que la presencia de estas células es necesaria para que entre las
9 y las 16 horas del inicio de la meiosis, tanto in vivo como in vitro, se
produzca un cambio en la naturaleza de las proteinas sintetizadas por el
ovocito que es necesario para mantener su viabilidad (Thibault y Gérard,
1987).

1.3.3.4. Sistemas de co-cultivo

Staigmiller y Moor (1984) desarrollaron un método de cultivo no-estatico
simple y efectivo para madurar ovocitos de oveja fuera del foliculo. Estos
autores preservaron la integridad del complejo cumulus-ovocito y
afiadieron células de la granulosa, estrogenos, LH y FSH a los cultivos.
Estos ovocitos se desarrollaron a término después de ser fecundados in
vitro, demostrando el efecto beneficioso del co-cultivo del ovocito con
células de la granulosa durante la maduracion. Este sistema de co-cultivo
también ha demostrado ser efectivo para madurar ovocitos bovinos (Fukui
y Ono, 1989) y caprinos (DeSmedt y col., 1992). Basandose en esta
técnica, en Irlanda desarrollaron un sistema de maduracién exitoso para
ovocitos de vaca, en el cual reemplazaron el suero fetal bovino por suero
de vaca en celo y eliminaron las hormonas del medio (Lu y col., 1987,
Gordon y Lu, 1990). La necesidad de afiadir una cantidad extra de células
de la granulosa en el medio de cultivo parece depender del sistema de
cultivo utilizado, ya que las células del cumulus concentradas en un
pequefio volumen de medio de cultivo pueden jugar un papel equivalente al
de las células de la granulosa en volumenes mayores (Martino y col.,
1994).

Algunos autores (Durnford y col, 1994) han comparado la maduracién de
CCOs en presencia de células del epitelio oviductal (CEO) o células de la
granulosa y los resultados obtenidos han demostrado que el cultivo con
CEO no mejora los resultados obtenidos con células de la granulosa
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1.3.3.5. Suplementacion del medio de maduracion

-Suero

En la maduracion de los ovocitos, el suero podria actuar via células del
cumulus o directamente sobre el ovocito (Trounson, 1990). Parece ser que
sus efectos beneficiosos estan ligados a su capacidad para mantener la
penetrabilidad de los ovocitos (Vanderhyden y Armstrong, 1989), ya que
ovocitos madurados sin la presencia de suero posteriormente son
penetrados en un menor grado que cuando existe suero en el medio de
maduracion. Eppig y Schroeder (1986), tras analizar el efecto de diversos
sueros, comprobaron que todos ellos contenian un factor activo que
promovia la fecundacion.

Aunque se ha demostrado que la presencia de suero o de albumina sérica
bovina (BSA) en el medio de maduracion no es necesaria para completar la
maduracion nuclear (Suss y col., 1988), diversos autores indican la
importancia del suero para mantener la fecundabilidad y la viabilidad para
el posterior desarrollo de ovocitos bovinos (Leibfried-Rutledge y col.,
1986). Al comparar el efecto de la presencia de suero fetal bovino (SFB) o
de BSA en el medio de maduracion de ovocitos bovinos y de hamster,
Leibfried-Rutledge y col., (1986) observaron que el SFB mejord la
viabilidad de las células del cumulus y la primera division meiética, asi
como su posterior fecundacion y desarrollo. Este efecto también ha sido
observado en la maduracion de ovocitos de cabra (Chauhan y Anand,
1991), ya que los resultados de maduracion y fecundacion fueron
superiores al utilizar SFB, aunque cuando utilizaron SFB y BSA de forma
conjunta, los resultados de maduracion fueron superiores a los obtenidos
con SFB sélo, pero no los de fecundacion. Segiun Eppig y Schroeder
(1986), el efecto beneficioso del suero en la maduracion seria debido al
hecho de que su presencia prevendria el endurecimiento espontaneo de la
zona pelicida, ya que si éste se produce, el espermatozoide no podra
penetrarla.

Los dos sueros mas utilizados para suplementar el medio de maduracion
son el SFB y el suero de hembra en celo. Mientras que el suero de hembra
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en celo podria ser rico en gonadotropinas y estrogenos, parece ser que el
SFB tiene niveles bajos de estas hormonas (Trounson, 1990). Ambos
sueros también podrian contener algunos factores de crecimiento (EGF 'y
TGFo) que jugarian papeles importantes en la maduracion, particularmente
via células del cumulus (Skinner, 1990).

Al comparar el efecto de la presencia de SFB o de suero de hembra en celo
en el medio de MIV, diversos autores han descrito la superioridad para ser
fecundados y desarrollarse de los ovocitos madurados con suero de hembra
en celo, debido, quizas, a su contenido en hormonas y factores de
crecimiento (Lu y col., 1987; Fukui, 1989; Schellander y col., 1990; Greve
y Madison, 1991; Mogas, 1994).

- Gonadotropinas

En el bovino la duracién de la meiosis varia en funcion de la presencia de
FSH en el medio de maduracion. Se ha observado que su presencia
prolonga la duracion de las distintas etapas, y asi, mientras que en su
ausencia los ovocitos llegan hasta el estadio de Metafase II en
aproximadamente 17 horas, cuando se afiade FSH al medio los ovocitos
llegan a este estadio en 23-24 horas (Siiss y col., 1988). En el mismo
estudio también se observo que los complejos cumulus-ovocito incubados
sin FSH no presentaban signos de expansion de las células del cumulus. La
conclusién de dicho trabajo fue que la presencia de gonadotropinas no es
necesaria para completar la maduracion nuclear.

Los cambios que se producen en las células del cumulus unidas al ovocito,
expansion y mucificacion, se cree que son causados por la presencia de
gonadotropinas y mediados por el AMPc (Ball y col., 1983)

Los resultados obtenidos al suplementar el medio de maduraciéon con
gonadotropinas y estrégenos son muy contradictorios y asi, mientras que
algunos laboratorios describen un efecto beneficioso de dicha
suplementacion sobre la fecundacion y el posterior desarrollo (Fukushima y
Fukui, 1985; First y Parrish, 1987; Schellander y col., 1990, Mogas,
1994), otros no observan ningun efecto positivo con la suplementacion
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(Sirard y col., 1988; Fukui y Ono, 1989) y algunos, incluso, describen un
efecto perjudicial (Olson y col., 1990; Galli y Moor, 1991).

2.- FECUNDACION DE LOS OVOCITOS

La fecundacion es la etapa que asegura la formacion de un nuevo individuo
a partir de dos gametos, uno masculino y otro femenino y podria ser
definida como el conjunto de transformaciones que se producen en el
ovocito tras la interaccion y fusion de los gametos, que desembocan en la
asociacion de los dos lotes haploides de cromosomas de ambos gametos en
el huso mitotico y que acaban con la primera division mitética embrionaria.
La fecundacion se produce en la zona ampulo-istmica del oviducto de los
rumiantes.

El éxito de la fecundacion es altamente dependiente de la maduracion
ovocitaria y de la capacitacion de los espermatozoides, por lo que si uno de
estos dos procesos no ocurre correctamente se produce el fracaso de la
fecundacion y/o del posterior desarrollo.

2.1. BASES FISIOLOGICAS
2.1.1. Capacitacion del espermatozoide

En 1951, Austin y Chang, por separado, observaron que los
espermatozoides madurados en el epididimo eran capaces de moverse
activamente pero no poseian la inmediata capacidad de fecundar. Esta
capacidad la obtuvieron después de permanecer durante algiin tiempo en el
tracto genital de una hembra. Los cambios fisiologicos y funcionales que
otorgan al espermatozoide la capacidad fecundante son denominados
colectivamente como capacitacion (revisado por Yanagimachi, 1994). La
capacitacion del espermatozoide implica, como minimo, 2 transformaciones
estructurales. En primer lugar, una modificacion de la membrana
plasmatica que permitira al espermatozoide alcanzar la segunda
modificacion, la fusion de la membrana plasmatica con la membrana
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acrosomica externa. La 1* fase es denominada capacitacion y la 2° reaccion
acrosomica (revisado por Marquant-Le Guienne, 1991),

La capacitacion parece ser un proceso reversible que implica una serie de
cambios intracelulares y alteraciones a nivel de la membrana plasmatica,
principalmente en la region acrosomica, que disminuyen su estabilidad y
aumentan su fluidez (revisado por First y Parrish, 1987, 1988; Le Guienne
y col., 1988; Plachot y Mandelbaum, 1990; Marquant-LeGuienne, 1991,
Gordon, 1994; Yanagimachi, 1994). La eliminacion o alteracién de las
glucoproteinas periféricas, el reordenamiento de las integradas, la
reduccion en el colesterol de membrana y los cambios en la distribucion y
composicioén de ciertos fosfolipidos de membrana parecen contribuir en la
modificaciéon bioquimica de la membrana plasmatica (Yanagimachi, 1981;
Fournier-Delpech y Thibault, 1991).

Los primeros eventos de la capacitacion consisten en un reordenamiento
bioquimico de la membrana plasmatica del espermatozoide que conduce a
un incremento en la permeabilidad al calcio, resultando en un aumento de
las concentraciones intracelulares de calcio y de AMPc (Hunter, 1987). En
este sentido, se ha comprobado que ciertas proteinas de membrana se
pierden al inicio de la capacitacion, ya sea en condiciones experimentales o
in vivo. Estas proteinas, consideradas de revestimiento, parecen ser las
encargadas de inmovilizar las proteinas estructurales y de bloquear los
canales para el calcio (Le Guienne y col., 1988).

El nivel de eliminacion o modificacion de los componentes de membrana
parece estar muy influenciado por el ambiente al que es expuesto el
espermatozoide. Asi, las condiciones que aceleran dichos cambios
reduciran el tiempo necesario para la capacitacion mientras que aquellas
que retrasan o impiden estas modificaciones la prolongaran o inhibiran
(Yanagimachi, 1989).

In vivo, los espermatozoides de rumiantes parecen capacitarse en el
oviducto y no a nivel de las células del cumulus que rodean al ovocito, ya
que la mayoria de los ovocitos pierden estas células poco después de ser
ovulados (Crozet y Dumont, 1984; Crozet y col., 1987b; Hyttel y col,,
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1988a; Marquant-Le Guienne, 1991) y los espermatozoide entran
directamente en contacto con la superficie de la zona pelacida del ovocito,
lugar donde se produce la reaccion acrosémica (Crozet y Dumont, 1984;
First y Parrish, 1987, Crozet, 1991a). No obstante, se ha indicado que la
capacitacion no es sitio-especifica, pues, en muchas, o quizas, en todas las
partes del tracto genital femenino se puede obtener la capacitacion del
espermatozoide (Yanagimachi, 1989). Ademas, el hecho de que ésta pueda
ocurrir en una gran variedad de medios artificiales sin contribucioén alguna
de una hembra, sugiere la naturaleza espontanea de la capacitacion. Este
hecho podria indicar que el tracto genital femenino mas que inducir la
capacitacion, la regularia mediante los distintos fluidos secretados por las
diferentes porciones del tracto. El efecto ejercido por el tracto genital sobre
los espermatozoide tampoco parece ser especie-especifico (revisado por
Fournier-Delpech y Thibault, 1991; Yanagimachi, 1988, 1994)..

En el transcurso de la capacitacion también se produce un cambio en el
patrén de movimiento del espermatozoide, que pasa de lineal a mas o
menos circular. Este nuevo movimiento, llamado hiperactivacion, se
caracteriza por el aumento de la amplitud de los movimientos de la cola y
también depende de la concentracion de Ca®" intracelular y de la
produccion de energia generada en las cadenas respiratorias mitocondriales
(Dalvit y col., 1995). Aunque la hiperactivacion parece ser el resultado de
cambios moleculares en la membrana plasmatica de la cola del
espermatozoide asociados con la capacitacion, se ha comprobado que la
capacitacion y la hiperactivacion son dos procesos independientes
(Yanagimachi, 1981).

2.1.2. Penetracion de los espermatozoide a través de las envolturas
ovocitarias y reaccion acrosémica de los espermatozoides

Después de la maduracion, el cumulus suele estar expandido y posee una
matriz formada principalmente por 4acido hialurénico. No obstante, la
hialuronidasa presente en el interior del acrosoma no es necesaria para que
el espermatozoide penetre las células del cumulus, ya que se ha observado
que esta envoltura solamente es atravesada por los espermatozoides
capacitados que mantienen su acrosoma intacto (Crozet, 1991a). El
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mecanismo mas importante para la penetracion del cumulus parece ser la
fuerza mecénica del espermatozoide y se ha comprobado que la
penetracion del cumulus no es especie-especifica (Yanagimachi, 1994).

Cuando los espermatozoides llegan a la zona pelicida, éstos se adhieren a
ella v sufren la reaccidn acrosémica y, asi, poderla penetrar (Crozet,
1991a). Los cambios ocurridos en la membrana del espermatozoide
durante la capacitacion son indispensables para que se produzca esta
fijacion. La zona pelucida presenta receptores especie-especificos,
considerandose la principal barrera de la fecundacion interespecifica,
aunque se ha observado que esto no es siempre cierto entre especies muy
cercanas (Yanagimachi, 1989), ya que en la bibliografia est4 documentada
la fecundacion heterologa entre las especies caprina, bovina y ovina, tanto
de ovocitos bovinos u ovinos con espermatozoides caprinos (Slavik y
Fulka, 1992; Cox y col., 1994) como de ovocitos caprinos fecundados por
espermatozoides ovinos (Hancock, 1964).

La zona pelacida es una envoltura ovocitaria formada esencialmente por
glucoproteinas. En el raton la zona pelucida estda formada por 3
glucoproteinas mayoritarias, denominas ZP1, ZP2 y ZP3 (Wassarmann
1988, 1990). La ZP1 parece tener un papel unicamente estructural, la ZP3
es la encargada de fijar inicialmente al espermatozoide y de ayudar en el
inicio de la reaccion acrosomica y la ZP2 es la que fijara el espermatozoide
a nivel de su membrana acrosomica interna, una vez el espermatozoide
haya reaccionado y la exteriorice. La ZP3 esta formada por una estructura
polipeptidica sobre la cual se unen cadenas de oligosacaridos. Estas
cadenas son las encargadas de unirse con la cabeza de los espermatozoides
capacitados y con acrosoma intacto, mientras que su parte proteica ayuda a
iniciar la reaccién acrosoémica (Kurpisz, 1993). La unién de la ZP3 con el
espermatozoide es especifica y saturable (Wassarman, 1988).

La reaccion acrosomica implica la progresiva rotura y fusion de la
membrana plasmatica con la membrana acrosémica externa del
espermatozoide, formandose vesiculas y permitiendo la salida de los
enzimas existentes en el acrosoma y la exposicion y contacto de la
membrana acrosoémica interna con la zona peltcida (Hyttel y col., 1988b).
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Todo este proceso es dependiente del Ca®", cuya concentracion intracelular
es elevada gracias a los cambios sufridos en la membrana durante la
capacitacion (revisado por Cran y Esper, 1990; Kurpisz, 1993).

El espermatozoide, tras haber efectuado su reaccion acrosomica, se
desprende de las vesiculas acrosomicas en la superficie de la zona pelucida
y penetra a través de ella siguiendo una trayectoria oblicua. Esto sucede
gracias a la combinacion de la accion mecanica, producida por el
movimiento hiperactivo de la cola del espermatozoide, y la accion de los
enzimas acrosomicos, adheridos a la membrana acrosomica interna, que
digieren componentes estructurales de la zona pelicida (Yanagimachi,
1988; Cran y Esper, 1990). El principal enzima acrosémico implicado en
este proceso es la hialuronidasa, que hidroliza el acido hialurénico presente
en las redes de la zona pelicida.

2.1.3. Fusion de los gametos

Después de atravesar la zona pelicida, el espermatozoide llega al espacio
perivitelino y se encuentra con la membrana plasmatica del ovocito. El
hecho de que el espermatozoide atraviese la zona pelicida no es esencial
para la posterior fusion de los gametos (Yanagimachi, 1989), pero si la
reaccion acrosdmica de éste (Fournier-Delpech y Thibault, 1991). Que un
espermatozoide la haya cruzado asegura este requisito, ya que los que la
han atravesado siempre son acrosoma-reaccionados (Yanagimachi, 1989).

La incorporacion del espermatozoide al ooplasma es considerado un
proceso activo por parte de la membrana vitelina. Cuando el
espermatozoide contacta con la membrana plasmatica del ovocito lo hace a
nivel de su segmento ecuatorial (Hyttel y col., 1988b, 1989b, Harayama y
col,, 1993), el cual, durante la reaccion acrosomica, ha adquirido la
capacidad de fusionarse con el ooplasma (Yanagimachi, 1989, 1994).
Durante la internacion de la cabeza del espermatozoide, la regién
acrosOmica es transportada hacia el interior del ooplasma en una vesicula
formada por la membrana acrosémica interna y la plasmatica secuestrada
de la superficie del ovocito (Hyttel y col., 1989b). Mientras transcurre este
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proceso se inicia la liberacion del contenido de los granulos corticales al
espacio perivitelino.

En los ovocitos caprinos (Crozet y col., 1987b), se ha observado que la
region cortical en la cual se produce la incorporacion de la cabeza del
espermatozoide esta relativamente libre de organulos y la membrana
plasmatica se halla exenta de microvellosidades, no observandose ningin
cono de fecundacion como sucede en los roedores.

Aunque parece ser que las necesidades del medio para la fusion de los
gametos son minimas, se ha observado que ésta depende de la temperatura
y puede ser bloqueada reversiblemente con pH 4cido (revisado por
Yanagimachi, 1994).

2.1.4. Activacion del ovocito

Tras la penetracidon de un espermatozoide se producen una seric de
acontecimientos que permiten el normal desarrollo del ovocito fecundado.
La activacién del ovocito por el espermatozoide conlleva una serie de
modificaciones en su metabolismo y cambios celulares importantes. Se ha
observado que tras la activacion se produce un cambio en el potencial
transmembranario y una movilizacién masiva del Ca®" intracelular (Sun y
col., 1994).

La activacion del ovocito se inicia con la liberacién masiva de las reservas
de Ca®" del reticulo endoplasmatico liso al citoplasma (Crozet, 1991a). El
aumento de la concentracion de Ca®* intracelular produce un incremento de
la permeabilidad de la membrana al K™ que provoca cambios en el potencial
de la membrana. Estos cambios se manifiestan como una sucesion de
hiperpolarizaciones negativas que se propagan desde el punto de
penetracion del espermatozoide hacia el resto de la membrana,
produciendo el primer bloqueo de la poliespermia (Sun y col., 1994).
Estudios recientes parecen indicar que existe un factor en el
espermatozoide que tras ser liberado en el ooplasma provocaria esta
reaccion (revisado por Yanagimachi, 1994).
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2.1.4.1. Exocitosis de los granulos corticales y bloqueo de la poliespermia

En el ovocito maduro, los granulos corticales se hallan alineados justo
debajo de la membrana plasmatica. Con la activacion, el ovocito inicia un
proceso de exocitosis del contenido de dichos granulos hacia el espacio
perivitelino, al que se le denomina reaccion cortical. Se ha observado que
la exocitosis de los granulos corticales es consecutiva a la movilizacion del
Ca®" intracelular. Los granulos corticales contienen enzimas hidroliticos,
principalmente proteasas y peroxidasas, capaces de modificar la zona
pelticida. Tras la fusion de la membrana de los granulos con el oolema se
produce la descarga de estos enzimas en el espacio perivitelino (Hyttel y
col., 1988a), los cuales actuaran a nivel de la zona pelicida induciendo la
reaccion zonal, que se traduce en una alteracion de las caracteristicas
quimicas y fisicas de la zona pelicida (Yanagimachi, 1988; Crozet, 1991a).
Las principales acciones de los enzimas corticales sobre la zona pelucida
son el endurecimiento de su estructura y las transformaciones de los
receptores para los espermatozoides que existen en ella, ya que éstos
inhiben la parte oligosacarida de la ZP3, zona de uniéon con los
espermatozoides capacitados, e hidrolizan la ZP2, receptor para los
espermatozoides reaccionados (Hyttel y col., 1990). Todos estos cambios
previenen una fecundacion poliespérmica. El bloqueo de la poliespermia
parece no estar Gnicamente limitado a la zona pelicida, ya que en la
membrana plasmatica del ovocito también se producen una serie de
cambios, conocidos con el nombre de bloqueo vitelino, que evitan la fusion
de mas de un espermatozoide en ella. Actualmente no se conoce el
mecanismo de este bloqueo, ya que no existen pruebas concluyentes de si
este bloqueo es debido a la accion de determinados enzimas corticales o si
es de naturaleza eléctrica (Anderson, 1991). Se ha demostrado que segiin
la especie, la efectividad de ambos bloqueos varia (revisado por Anderson,
1991; Kurpisz, 1993). En el caprino, se ha observado que el bloqueo de la
poliespermia se realiza a nivel de la zona pelicida (Crozet y col., 1987b).

La fecundacion in vitro produce una mayor proporcion de ovocitos
polipenetrados que la fecundacion in vivo (Xu y Greve, 1988; Hyttel
1989a). En algunos ovocitos madurados y fecundados in vitro se ha
observado que el contenido de los granulos corticales liberado al espacio
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perivitelino, frecuentemente se encuentra formando estructuras esféricas
agrupadas en invaginaciones de la membrana plasmatica (Hyttel y col,,
1988b). Durante la fecundacion in vitro de ovocitos madurados in vivo, el
contenido de los granulos tampoco se halla disperso, pero en este caso no
se observan las invaginaciones del oolema (Hyttel v col., 1989a). Esto
podria indicar que la agrupacion del contenido de los granulos es
consecuencia del retraso en la migracion de los granulos corticales hacia la
periferia durante la maduracion in vitro, mientras que la no dispersion del
contenido es inherente al ambiente existente en la fecundacion in vitro

(Hyttel y col., 1990).

2.1.4.2. Reanudacion de la meiosis

En el momento de la penetracion, el ovocito se halla en la metafase de la
segunda division meidtica. Con la activacion del ovocito, los cromosomas
migran a los polos opuestos del huso y con la citocinesis se forma el
segundo corpusculo polar y finaliza la meiosis del ovocito (Crozet, 1991a).

En esta segunda division meidtica la casi totalidad de las moléculas e
informacion almacenadas en el citoplasma durante el crecimiento del
ovocito se quedan en él y son posteriormente utilizadas en los primeros
estadios del desarrollo embrionario. El segundo corpusculo polar puede ser
diferenciado del primero por su menor tamafio y sus caracteristicas
morfoldgicas, ya que no contiene granulos corticales como el primero y sus
cromosomas se hallan rodeados por una membrana nuclear, debido a que
ha sufrido un proceso de formacion similar al del prondcleo femenino
(Anderson, 1991).

2.1.5. Formacion y migracién de los prontcleos y formaciéon del huso
de la primera division mitética

Por efecto de la activacion, el citoplasma del ovocito pasa progresivamente
del estado metafasico al interfasico (Crozet, 1991a). La formacion de
ambos prontcleos ocurre en la periferia del cigoto y de forma sincronica,
aunque en las primeras etapas, la cromatina femenina estd en un estado de
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condensacion mas acentuado que la masculina (Hyttel y col., 1988a). En
los cigotos ovinos, se ha comprobado que el citoplasma que rodea al
pronucleo masculino en sus primeros estadios de desarrollo contiene un
gran namero de agregados, formados por complejos de Golgi y cisternas
de reticulo endoplasmatico liso, mientras que estas estructuras no son
observadas en las proximidades del femenino (Crozet, 1988a).

La cabeza del espermatozoide, una vez en el citoplasma, sufre una serie de
modificaciones antes de transformarse en un pronucleo masculino funcional
(Crozet, 1991a). Tras la incorporacion del espermatozoide al citoplasma
del ovocito se produce la separacion entre su cabeza y su cola, mientras
que su membrana nuclear empieza a degenerar, con lo que la cromatina
paterna queda expuesta directamente al citoplasma. Como consecuencia de
la reduccion de los puentes disulfuros de las protaminas asociadas al ADN,
probablemente por accion del glutation reducido, las protaminas parecen
ser eliminadas y se produce la descondensacion de la cromatina (revisado
por Yanagimachi, 1994). A continuacion, el ADN es empaquetado con
histonas de origen ovocitario y finalmente se forma una nueva membrana
nuclear alrededor de la cromatina y se crea el prontcleo masculino. Para
que todo este proceso se realice con normalidad es necesario que en el
ooplasma se haya sintetizado MPGF, SPDF vy glutation, es decir, que el
ovocito esté citoplasmaticamente maduro. La transformacion del nicleo del
espermatozoide es un proceso complejo en el que también intervienen
degradaciones enzimaticas, modificaciones de cargas y cambios en los
niveles de fosforilacion de las proteinas nucleares (Crozet, 1991a). -

Tras la segunda division meidtica, los cromosomas femeninos son rodeados
por membrana nuclear y se forma el pronucleo femenino. Las envolturas
nucleares de ambos pronticleos provienen del reticulo endoplasmatico liso
(Hyttel y col., 1988a).

La sintesis de ADN, correspondiente a la fase S del ciclo celular, se efectia
simultaneamente en ambos prontcleos y su replicacién no empieza hasta
que los proniicleos estin completamente desarrollados, es decir, se han
formado las envolturas nucleares y ya poseen su tamafio y forma definitivos
(Crozet, 1991a; Laurincik y col., 1994). Los cambios que intervienen en
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los perfiles de sintesis proteica en el transcurso del primer ciclo celular del
cigoto son controlados, de una parte, por el programa propio del ovocito y,
de otra, por un programa de fecundacion activado por la penetracion del
espermatozoide (Crozet, 1991a).

Una vez formados ambos pronicleos, éstos se desplazan, gracias a la
reestructuracion del citoesqueleto, hacia el centro del cigoto hasta que sus
membranas se hallan en estrecha aposicion, los cromosomas se condensan,
indicando el inicio de la profase de la primera division mitotica, y las
membranas pronucleares se ondulan y se rompen (Crozet, 1988a, 1988b;
Hyttel y col., 1989¢c, Yanagimachi, 1994). En esta etapa, ambos pronicleos
se hallan rodeados de complejos de Golgi y cisternas de reticulo
endoplasmatico liso desagrupadas, indicando un incremento en la actividad
metabolica del cigoto (Hyttel y col., 1988a, 1989c¢). Al final de la profase,
en el cigoto se pueden observar 2 grupos distintos de cromosomas
condensados, los paternos y los maternos. Durante la metafase ambos
grupos se mueven hacia la placa metafasica, en donde se alinean. Como en
cualquier mitosis, las cromatidas hermanas se separan y migran en
direcciones opuestas. Con la formacioén de las membranas nucleares y la
posterior division se forman 2 blastomeras diploides.

2.2. ANOMALIAS EN LA FECUNDACION

In vivo, las fecundaciones erroneas suelen ser esporadicas (Hyttel y col,,
1988a). Sin embargo, éstas son frecuentes durante el proceso in vitro,
sobre todo si se usan ovocitos madurados in vitro (Hyttel y col., 1989c).
Las anomalias mas comunes en la FIV son la asincronia en el desarrollo de
los pronucleos (Xu y Greve, 1988; Ljaz y Hunter, 1989) y la penetracion
del ovocito por més de un espermatozoide, es decir, la poliespermia (Hyttel
y col., 1988b; Xu y Greve, 1988), pero también se han descrito la poliginia
y la preactivacion de la division del citoplasma (Xu y Greve, 1988).

La asincronia en el desarrollo de los pronucleos suele ser debida a un error
en la formacion del pronticleo masculino (Ball y col,, 1983; Leibfried-

Rutledge y col., 1986; Patrish y col., 1986; Xu y Greve, 1988, Jjaz y

42



Hunter, 1989). Segtin ljaz y Hunter (1989) la incapacidad del ovocito para
formar el pronicleo masculino puede ser causada por la ausencia del
MPGF, debido a una maduracion citoplasmética deficiente, o a la omision
de la LH o de la hCG del medio utilizado para la maduracion.

La penetracion poliespérmica de la zona pelicida, durante la fecundacion in
vitro de ovocitos madurados tanto in vivo (Hyttel y col., 1989¢c) como in
vitro (Hyttel y col., 1988b), parece ser debida a un fallo en la exocitosis y/o
dispersion del contenido de los granulos corticales, como ya se ha
comentado anteriormente. La poliespermia se ha asociado a la fecundacién
de ovocitos tanto inmaduros (Cran, 1989), debido a una incorrecta
exocitosis del contenido de dichos granulos, como sobremadurados
(Pavlok y col., 1988), por una disminucion en la efectividad de los enzimas
corticales sobre la zona pelucida (Long y col., 1994) .

La poliginia, anomalia producida por el fallo en la expulsion del primer o
segundo corpusculo polar (Austin y Short, 1987) o por la fragmentacion
del prondcleo femenino (Anderson, 1991) y que produce un cigoto con un
grupo extra de cromosomas femeninos. La poliginia también parece estar
relacionada con la fecundacion de ovocitos tanto inmaduros como
sobremadurados (Bedford, 1982).

Asi, parece ser que tanto la inmadurez como la vejez del ovocito favorecen
el fallo del bloqueo de la poliespermia y produce la alteracion del genoma
y/o del aparato de division femenino.

La preactivacion de la citocinesis es distinta a la fragmentacion, ya que
comprende una division simétrica del ooplasma similar a la citoquinesis
normal (Xu y Greve, 1988). Los pronucleos se pueden encontrar en uno o
en ambos compartimientos celulares. Este hecho demuestra que la
citocinesis y la cariocinesis pueden llegar a ser dos procesos
independientes.
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2.3. EVALUACION DE LA FECUNDACION

La gestacion y el nacimiento de un individuo es el parametro ideal para
establecer la eficacia del sistema de fecundacion empleado. No obstante,
llevar a cabo este sistema de evaluacion comporta unos costes superiores,
ya que es necesario mantener en perfectas condiciones a las hembras
receptoras y, dependiendo de la especie utilizada, se ha de esperar
demasiado tiempo para obtener resultados. Ademas, sobre todo en los
embriones cultivados in vitro, el proceso puede no llegar a término debido
a un fallo durante su desarrollo in vitro o durante la gestacion. Por estas
razones también suelen utilizarse parametros indirectos de evaluacion de la
viabilidad, como, por ejemplo, la observacion de los 2 corpusculos polares,
de la segmentacion normal y desarrollo del ovocito inseminado y del estado
del material nuclear mediante tinciones especificas. ‘

La presencia de los 2 corpisculos polares en el espacio perivitelino y la
division y formacion de 2 blastomeros de igual forma y tamafio y sin
fragmentacion son 2 métodos de valoracion no destructivos que
proporcionan resultados orientativos en un espacio corto de tiempo a partir
de la inseminacion, pero tienen como inconvenientes que los corpisculos
polares no siempre se pueden distinguir facilmente, y no permiten
diferenciar las fecundaciones normales de las erroneas, ya que se ha visto
que algunos cigotos poliespérmicos pueden evolucionar hasta moérula o
incluso blastocisto (Iwasaki y col., 1989), ni los embriones de los ovocitos
partenogenéticos (Iwasaki y col., 1992).

Las tinciones del material nuclear (Lacmoide, tinciones fluorescentes,...),
aunque son sistemas que permiten diferenciar las fecundaciones normales
de las anormales y de las activaciones del ovocito, destruyen a los cigotos
valorados. Ademas, al ser los cigotos valorados una representacion del
total del grupo de ovocitos fecundados, el muestreo juega un papel
fundamental, ya que una desviacion en su realizacion daria porcentajes que
no corresponderian al total de la poblacion.
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2.4. FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA EFICACIA DE LA
FIv

El éxito de la fecundacion in vitro reside en la correcta maduracion del
ovocito y capacitacion del espermatozoide. Asimismo, el medio utilizado,
las condiciones de cultivo, la concentracion espermatica, el tiempo de
interaccién ovocito-espermatozoide y la suplementaciéon del medio de
fecundacion poseen un papel importante en el éxito de la fecundacion que
dara como resultado cigotos competentes para el desarrollo.

2.4.1. Procedencia de los ovocitos

Los ovocitos utilizados en la FIV pueden ser ovocitos ovulados
(madurados in vivo) o proceder de un tratamiento de maduracién in vitro.
Diversos autores han descrito una menor capacidad de desarrollo de los
ovocitos bovinos madurados in vitro con respecto a los madurados in vivo
(Greve y col., 1987, Leibfried-Rutledge y col., 1987; Laurincik y col,,
1994), asi como una mayor incidencia de fecundaciones anormales en los
primeros (Laurincik y col., 1994). Sin embargo, Crozet y col. (1987a) han
obtenido resultados similares de fecundacion con ambos grupos de
ovocitos. En el caprino también se han descrito niveles parecidos de
penetracion total y fecundacién normal con ambos grupos de ovocitos (De
Smedt y col., 1992; Crozet y col., 1995; Martino y col., 1995) e, incluso,
una mayor fecundacion y divisién con los madurados in vitro que con los
ovulados (Younis y col., 1991). '

En las hembras prepuberes, concretamente en la ternera, Armstrong y col.
(1992) observaron que los ovocitos madurados in vitro, aunque se dividian
en un menor grado, producian porcentajes de blastocistos similares a los
obtenidos con ovocitos ovulados. Posteriormente, el mismo equipo de
investigadores (Armstrong y col, 1994) obtuvo resultados un poco
distintos debido, quizas, al tratamiento de superovulacion, ya que los
ovocitos madurados in vitro se dividieron igual que los ovulados y
proporcionaron un porcentaje superior de blastocistos. Por otro lado, Duby
y col. (1995) han obtenido mejores resultados de fecundacion total y
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normal al utilizar ovocitos madurados in vitro que con los madurados in
vivo.

Estas variaciones en los resultados pueden ser debidas al hecho de que los
ovocitos madurados in vivo se suelen obtener de hembras sometidas a un
tratamiento de superovulacion. Los principales inconvenientes, aunque no
los tmicos, del uso de tratamientos hormonales de estimulacion ovarica son
la respuesta variable de las hembras y la posibilidad de una activacion de
los ovocitos antes de su recogida (Moor y col., 1985; Callesen y col., 1986;
Kumar y col, 1990). Segin Younis y col. (1991), los tratamientos
exogenos con FSH actian de manera negativa sobre la maduracion tanto
del foliculo como del ovocito, produciendo una sintesis anormal de
protefnas y una mayor proporcion de ovocitos degenerados.

2.4.2. Preparacion de los espermatozoides para la FIV

Al comparar distintos métodos de preparacion de los espermatozoides, se
ha de tener en cuenta que cuando el sistema de capacitacion utilizado no es
eficiente, pocos espermatozoides fecundaran ovocitos y, por tanto, la
poliespermia no serd un problema, mientras que si dicho sistema es muy
efectivo, un gran nimero de espermatozoides seran capaces de penetrar las
envolturas ovocitarias y aumenta la probabilidad de que wvarios
espermatozoides penetren la zona pelicida y la membrana vitelina. Por otro
lado, la eleccion del macho donante de espermatozoides es una factor
importante, ya que se ha observado que los espermatozoides de distintos
machos no difieren tan solo en la capacidad de fecundar ovocitos in vitro
(Hanada, 1985b; Fukui y col., 1988a), sino también en la capacidad de
desarrollo de los cigotos formados (Fukui y col., 1988a). Estas diferencias
podrian ser debidas a variaciones tanto en la composicion del plasma
seminal, ya que durante la capacitacion se produce la eliminacién o
modificacion de substancias absorbidas del plasma seminal por la
membrana espermatica, como en la relacion entre el volumen y el nimero
de espermatozoides del eyaculado.
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2.4.2.1. Técnicas de lavado v de separacion de los espermatozoides del
plasma seminal

Una vez obtenido el eyaculado, el primer paso a realizar, tanto en el semen
fresco como en el descongelado, es el lavado de los espermatozoides, en el
primer caso para eliminar el plasma seminal, ya que contiene substancias
que estabilizan la membrana plasmatica del espermatozoide e impiden su
capacitacion y posterior reaccion acrosémica (First y Parrish, 1987), y, en
el segundo, para eliminar los crioprotectores y/o conservantes utilizados.
Estudios in vitro confirman la necesidad de eliminar el plasma seminal para
que la capacitacion se pueda producir (Fournier-Delpech y Thibault, 1991),
Inversamente, la puesta en contacto de espermatozoides capacitados con
plasma seminal o algunas porciones de éste obtenidas por centrifugacion,
los vuelve a descapacitar. '

En la bibliografia, numerosas técnicas han sido propuestas para eliminar los
componentes indeseables del semen y concentrar la fraccion de
espermatozoides moviles en una suspension de concentracion conocida. La
mas convencional y utilizada es el método del swim-up (Berger y col,,
1985, Parrish y col., 1986) pero también han sido utilizados otros métodos,
como la centrifugacion en gradientes de densidad de BSA (White y col.,
1984) o Percoll (Utsumi y col., 1991; Seidel y col., 1995), o la separacion
mediante columnas de lana de vidrio o de Sephadex (Stubbings y Wosik,
1991). En nuestro laboratorio se han comparado algunas de estas técnicas
de lavado y seleccion y no se han hallado diferencias en los resultados de
fecundacion y division entre los distintos sistemas (swim-up, Percoll, Ficoll
y centrifugacion), ni, incluso, entre éstos y la simple dilucion del eyaculado
(Palomo, 1995). Estos resultados parecen indicar que cuando el semen es
de buena calidad, un nimero suficiente de espermatozoides son capaces de
sufrir la capacitacion, reaccionar y penetrar ovocitos in vitro, aunque
previamente no hayan sido seleccionados ni incluso lavados para eliminar el
plasma seminal, si bien éste se halla muy diluido en el medio (1:80).

- 47



2.4272. Agentes capacitantes e inductores de la reaccidn acrosdémica in
vitro

Los mecanismos que acontecen durante la capacitacion de los
espermatozoides de mamiferos todavia no son totalmente conocidos. Hasta
la actualidad se han descrito varios métodos para capacitar in vitro a los
espermatozoides, como por ejemplo: la incubacioén en un medio de fuerza
ionica elevada (HIS; Brackett y col,, 1982); el tratamiento con fluido
folicular (Fukui y col., 1983), fluido oviductal (Parrish y col., 198%b), o
suero ovino (Crozet y col., 1987a); el co-cultivo con células oviductales
(Guyader y Chupin, 1991); y la incubaciéon con BSA (Parks y Ehrenwald,
1990) o con el Ca*" ionoforo A23187 (Shorgan, 1984). Pero el método
mas cominmente utilizado es la incubacion con heparina (Parrish y col.,
1986), ya que es el que posee una mayor repetibilidad y mejor se acomoda
a las diferencias entre machos (First y Parrish, 1988).

Los glucosaminoglicanos, substancias presentes en el fluido oviductal y
folicular, han demostrado tener efecto sobre la capacitacion. De ellos, se ha
visto que la heparina es el mas potente, los sulfatos de condroitina poseen
una potencia intermedia y el acido hialurénico tiene un efecto menor
(Miller y Ax, 1990).

- Heparina

La heparina parece ser un agente capacitante fisiologico, ya que se
encuentra en las vias genitales femeninas después de la ovulacion
(Marquant-Le Guienne, 1991) y la membrana de los espermatozoides de
rumiante presenta receptores para ella (Miller y Ax, 1990).

Parrish y col. (1988) demostraron que, en el bovino, la heparina es un
potente activador de los cambios que se producen durante la capacitacion a
nivel de la membrana plasmatica y establecieron una correlacion entre los
niveles de penetracion y la concentracion de heparina utilizada en el medio
de capacitacion. Este hecho ha sido confirmado posteriormente por otros
autores (Lu y Gordon; 1988; Leclerc y col.; 1990; Fournier-Delpech y
Thibault, 1991; Saeki y col., 1995). En el caprino, la presencia de heparina

48



también parece mejorar los resultados de fecundacion y desarrollo (Younis
y col,, 1991; Ling y col., 1992; Cox y col., 1994; Keskintepe y col., 1994a;
Cognie y col., 1995; Palomo, 1995).

La heparina actua sobre los espermatozoides durante la capacitacién y
antes de la reaccion acrosomica (Miller y AX, 1990). Esta substancia, tras
unirse a los espermatozoides, estimularia la perdida de proteinas de la
membrana plasmatica (Miller y Hunter, 1986) y facilitaria tanto la
reorganizacion de la membrana como la alcalinizacion del pH intracelular y
la entrada de Ca®" hacia el interior de la célula (Parrish y col., 1989a; Miller
y Ax, 1990), permitiendo al espermatozoide responder a la
lisofosfatidilcolina, a las glucoproteinas de la zona pelacida y a otros
activadores de la reaccion acrosomica (Trounson, 1992).

Esta substancia parece capacitar a los espermatozoides bovinos eyaculados
de manera dosis- y tiempo-dependiente (Parrish y col., 1988; Miller y Ax,
1990). También se ha observado que la concentracion de heparina y el
tiempo de incubacion Optimos varian en funciéon de la composicion del
medio en el que tiene lugar la fecundacion (Niwa y Ohgoda, 1988),
principalmente con la presencia de glucosa (Parrish y col., 1989a) y la
concentracion de Ca*" (Mahmoud y Parrish, 1996), del tipo de semen (First
y Parrish, 1988; Fukui y col, 1990) y entre eyaculados de distintos machos
(Leibfried- Rutledge y col., 1989).

2.4.3. Condiciones de cultivo en la FIV: Temperatura, luz, Atm6sfera

La fecundacion es un proceso altamente dependiente de la temperatura
(Cheng y col., 1986; First y Parrish, 1987). En la vaca, la oveja y el cerdo,
la fecundacion disminuye drasticamente cuando la temperatura de
incubacion pasa de 39°C a 37°C (revisado por Crozet, 1991a; Marquant-Le
Guienne, 1991). En el caprino (First y Parrish, 1987, Kusunoki y col.,
1989), la temperatura a utilizar debe oscilar entre los 38°C y los 39,5°C.

Tanto la capacitacion de los espermatozoides como la penetracion de los
ovocitos se pueden obtener en un rango de pH que va de 7,0 a 7,8, no

obstante, el pH Optimo del medio utilizado para la capacitacion de los
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espermatozoides difiere del optimo para la fecundacion. En el ovino, se ha
demostrado la existencia de una relacion entre el pH del medio y el grado
de poliespermia. En este sentido, se ha observado que el pH optimo para la
capacitacion es de 7,8 y para la fecundacion de 7,4 (Cheng y col., 1986).
Estos resultados no coinciden con los hallados en el bovino por Lu y col.
(1987), ya que estos autores obtuvieron las mejores tasas de fecundacion y
division al utilizar un pH de 7,4 para el medio de capacitacion y uno de 7,8
para el de fecundacion, siendo mas critico el valor del pH en la fecundacion
que en el tratamiento del semen.

Respecto al ambiente utilizado durante el proceso de FIV, se ha indicado
que una atmdsfera con un 5% de CO, es necesaria para el mantenimiento
de un pH adecuado en el medio, cuando éste se halla tamponado con
bicarbonato, sin embargo, una baja tension de oxigeno parece no ser
esencial (First y Parrish, 1987). Esto ha sido corroborado por
Pinyopummintr y Bavister (1995), quienes fecundaron ovocitos bovinos en
medio TALP en 3 atmosferas con concentraciones distintas de dioxido de
carbono: 2,5%, 5% y 10% de CO,, ya que obtuvieron una tasa inferior de
fecundacion normal y wuna mayor proporcion de penetraciones
poliespérmicas con un 10% de CO, que con las otras 2 concentraciones, y
en 3 atmosferas con concentraciones distintas de oxigeno: 5%, 10% y 20%
de O, ya que la mayor concentracion de O; se relacioné con la tasa de
fecundacion normal superior y con la menor tasa de poliespermia.

2.4.4. Medios para la manipulacion del semen y la FIV

El agua es el principal componente de los medios de cultivo. La pureza del
agua utilizada en la preparacion del medio de fecundacion, ha demostrado
no tener un efecto significativo sobre la penetracion y el posterior
desarrollo de ovocitos bovinos. Sin embargo, su efecto estd condicionado
por la composicion del medio utilizado y/o la suplementacion proteica de
éste, ya que algunos aminoacidos ejercen un efecto beneficioso sobre la
fecundacion al quelar contaminantes toxicos existentes en el agua (Nagao y
col., 1995).
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El medio utilizado para la dilucion o resuspension de los espermatozoides
tras la retirada del plasma seminal, ha de permitir la capacitacion de éstos y
mantener su movilidad (Fournier-Delpech y Thibault, 1991).

Al elegir un medio para la capacitacion/FIV, es absolutamente necesario
que éste contenga iones esenciales, sobre todo potasio y calcio, suero o
albimina sérica y metabolitos utilizables por el espermatozoide como
fuente energética, como por ejemplo lactato, piruvato y en menor grado
glucosa (Le Guienne y col., 1988). Como ya se ha indicado en apartados
anteriores, la reaccion acrosomica es un proceso Ca-dependiente y no se
puede obtener en medios que no posean dicho ion (Crozet, 1991a). En el
caprino, la retirada del calcio del medio de FIV inhibe la penetracion de
ovocitos maduros (Cox y col., 1994). Otro requisito que debe cumplir el
medio de capacitacion/FIV es la presencia de algln aceptor de colesterol,
ya sea BSA o suero sanguineo, que asegure los cambios necesarios en las
membranas de los gametos (Fournier-Delpech y Thibault, 1991). Respecto
a los substratos energéticos presentes en el medio, aunque la glucosa puede
ser fisiologicamente necesaria como una de las fuentes de energia
necesarias para el metabolismo y el mantenimiento de la motilidad
espermatica, en el caprino, el medio utilizado para inducir la reaccion
acrosomica no deberia contener substratos energéticos (glucosa y piruvato)
(Kusunoki y col., 1989). Segtin diversos autores, la presencia de glucosa (5
mM) en el medio de capacitacion inhibe la rapida induccion de la
capacitacion y la reaccion acrosomica de los espermatozoides bovinos por
parte de la heparina, debido, quizas, a que el metabolismo de la glucosa
acidifica transitoriamente el pH intracelular (Parrish y col., 1985a; First y
Parrish, 1987). Parrish y col. (1989a) han observado posteriormente que
dicho bloqueo puede ser superado mediante un periodo largo de incubacion
(12 h) de los espermatozoide con ambas substancias, ya que a partir de las
5 horas de incubacion el pH extracelular empieza a aumentar.

Los medios empleados en ‘esta etapa suelen estar inspirados en la
composicion de las secreciones tubaricas (B2 Ménézo), en la del plasma
sanguineo (Hank’s, TCM 199) o simplemente son variantes de medios
salinos (TALP, DM, Krebs-Ringer). Se ha observado que la capacitacion in
vitro se produce en la medida en que el medio permite mantener una
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excelente movilidad de un niimero importante de espermatozoides mientras
se efectian los cambios en la membrana (Le Guienne y col., 1988). En los
rumiantes, los medios de capacitacion y fecundacion mas utilizados son el
medio Tyrodes modificado (TALP) (Parrish y col, 1986), utilizado en el
caprino por Cox y col. (1994), Mogas (1994), Pawshe y col. (1994b) y
Palomo (1995), y el medio BO (Brackett y Oliphant, 1975), descrito para
la capacitacion de espermatozoides de conejo y modificado por diversos
autores para adecuarlo a las necesidades de distintas especies (ovino:
Crozet y col, 1987; caprino: Younis y col., 1991; De Smedt y col., 1992),
siendo entonces denominado medio definido modificado (mDM). Este
medio ha sido utilizado en el caprino tanto para capacitar y fecundar (De
Smedt y col., 1992, Ling vy col., 1992; Cognie y col., 1995; Crozet y col,,
1995) como solo para capacitar y realizando posteriormente la fecundacion
en medio TALP (Keskintepe y col., 1994a, b). Otro medio empleado para
fecundar ovocitos de oveja (Slavik y col., 1992) y de cabra (Slavik y Fulka,
1992), es el medio TCM199, con el que también parecen obtenerse buenos
resultados.

En un estudio realizado con ovocitos de cabra, Younis y col. (1991)
observaron que el uso del medio DM para la capacitacion de los
espermatozoides y la FIV proporcionaba mejores resultados de
fecundacion y de division que los medios TALP y TCMI199, no
encontrando diferencias entre los resultados obtenidos con estos dos. En el
bufalo, el uso del medio DM para la manipulacion de los espermatozoides y
la FIV también ha proporcionado mejores tasas de fecundacion, division y
desarrollo que el medio TALP (Totey y col., 1992). Sin embargo, para Le
Guienne y col. (1988) los medios TALP y DM son igual de dtiles, ya que
proporcionan resultados similares de fecundacion en ovocitos bovinos. En
cuanto al medio TCM199, Suzuki y col. (1991) obtuvieron resultados
similares de penetracion y division al fecundar ovocitos bovinos en medio
DM o en TCM-199 e incluso Kauffold y col. (1988) han hallado mejores
resultados de fecundacion, aunque parecidos de division, con el medio
TCM199, si bien en este caso el método de capacitacion en ambos medios
fue distinto, ya que con el mDM se utilizé HIS y con el TCM199 heparina.
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2.4.5. Concentracion espermaitica en el medio de FIV y tiempo de co-
cultivo

Tanto la concentracion espermatica como el tiempo de co-cultivo son 2
factores importantes a controlar para minimizar la aparicion de cigotos
poliespérmicos (First y Parrish, 1987).

Una dilucién importante de los espermatozoides en el medio de cultivo
entrafia una pérdida rapida de su motilidad y por tanto de su fecundabilidad
in vitro (Crozet, 1991b). Ademas, se ha observado que durante la
incubacion, un 10% o mas de los espermatozoides liberan espontaneamente
su contenido acrosomico (Fournier-Delpech y Thibault, 1991). Este
hallazgo parece indicar que cuando la concentracion de los enzimas
acrosomicos se halla a un nivel suficiente (concentracion elevada de
espermatozoides), estos enzimas modificarian la composicion de la
membrana de otros espermatozoides, capacitandolos (Le Guienne y col.,
1988). Por ello, la concentracion espermatica utilizada durante la
fecundacion in vitro es mucho mas elevada a la existente en el momento de
la fecundacion in vivo, aunque el riesgo de fecundaciones poliespérmicas
sea mucho mas alto (First y Parrish, 1987; Crozet, 1991a). Por otra parte,
cuando la inseminacion tiene lugar en un volumen pequefio de medio, los
ovocitos estan expuestos a una concentracion elevada de enzimas
hidroliticos, liberados por los espermatozoides moribundos o ya muertos,
que podrian comprometer su posterior viabilidad, por lo que la duracién
del co-cultivo de los gametos no deberia sobrepasar el tiempo necesario
para que se produzca la maxima penetracion (revisado por Gordon, 1994).

En el bovino, el tiempo minimo necesario para que un espermatozoide
capacitado penetre las envolturas ovocitarias y se fusione con la membrana
plasmatica es de 6 horas (Xu y Greve, 1988). No obstante, este dato es
solo orientativo, ya que la evolucion en el tiempo de este proceso depende
del macho utilizado como donante y de los sistemas de capacitacion y
fecundacion utilizados (Parrish y col., 1988). Segtin Long y col. (1994), en
el bovino es mejor el co-cultivo de los gametos durante 8 horas que
durante 18, ya que produce los mismos porcentajes de fecundacion normal
y desarrollo y un nivel de poliespermia inferior. Sin embargo, en la
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literatura, el tiempo utilizado de co-cultivo de los gametos oscila entre las
18 y las 24 horas (revisado por Greve y Madison, 1991; Brackett y Zuelke,
1993). En el caprino, la duracién de este co-cultivo también varia entre los
protocolos de los distintos laboratorios (17 horas: De Smedt y col., 1992;
Cognie y col., 1995; Crozet y col., 1995; 18 horas: Cox y col., 1994; 20
horas: Pawshe y col., 1994b; 24 horas: Younis y col., 1991; Keskintepe y
col., 1994a, b, 25 horas: Song e Iritani, 1985, 1988) En nuestro
laboratorio y con cabras prepuberes, Mogas (1994) observo que el tiempo
necesario para encontrar un espermatozoide en el ooplasma era inferior a
las 4 horas y, aunque no se hallaron diferencias en las tasas de penetracion
y poliespermia cuando el co-cultivo de los gametos duré entre 6 y 28
horas, los mejores porcentajes de division se obtuvieron en los ovocitos
que permanecieron en el medio de FIV entre 20 y 28 horas, alcanzando las
tasa maxima, aunque no significativamente distinta, cuando el co-cultivo de
los gametos dur6 24 horas. '

2.4.6. Presencia de células en ¢l medio de FIV

El papel de las células del cumulus durante la fecundacion no esta claro, ya
que, mientras que en algunos trabajos se ha indicado que cuando los
ovocitos madurados in vitro son denudados o parcialmente liberados de su
cumulus, ya sea mecanicamente o mediante un tratamiento con
hialuronidasa, la fecundacion mejora (Lu y col., 1987; Fukui y col., 1988a,
b), en otros, su presencia parece no inducir ni la capacitacion ni la reaccién
acrosomica en los espermatozoides bovinos pero mejora la tasa de
fecundacion, lo que parece indicar que dichas células jugarian un papel
importante en la maximizacion de la penetracion de éstos a través de la
zona pelicida y ayudando en la reaccion acrosémica (Fukui, 1990; Saeki y
col., 1994). Segn Ball y col. (1983), los ovocitos denudados son
penetrados en el mismo grado que los rodeados de cumulus o en co-cultivo
con estas células, pero en este grupo se produce una mayor tasa de
poliespermia y un menor desarrollo del proniicleo masculino que en el
grupo con células del cumulus. En el caprino, diversos autores también han
observado que la presencia de estas células, ya sean rodeando los ovocitos
o formando una monocapa, proporciona mejores resultados de fecundacion
(Song e Iritani, 1988; Keskintepe y col., 1996).
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También han sido utilizadas otras lineas celulares somaticas en los medios
de capacitacion y fecundacion, principalmente células del epitelio oviductal
(CEO). Se ha observado que el co-cultivo de espermatozoides de verraco
con dichas células y la posterior fecundacion en su presencia parecen
reducir los niveles de poliespermia sin disminuir los de fecundacion (Nagai
y Moor, 1990; Kano y col., 1994). Estos autores sugieren que las c€lulas
oviductales podrian secretar algiin producto que reduciria la poliespermia
en los ovocitos de cerda. En el bovino, las CEO parecen mantener la
motilidad de los espermatozoides in vitro (Pollard y col., 1991) e inducir la
capacitacion (Guyader y Chupin, 1991) y, su presencia durante la
fecundacion, incrementa los niveles de penetracion y division, aunque no el
desarrollo hasta Dblastocisto de los embriones producidos en estas
condiciones (Miller y col., 1994). No obstante, no todos los investigadores
han observado el efecto beneficioso de la presencia de CEO en la
fecundacion (Choi y col., 1991). Segin Bongso y Fong (1991) es
importante tener en cuenta que durante la inseminacion, las células no han
de estar formando una monocapa sino en suspension o formando
agregados, ya que asi los espermatozoides pueden moverse libremente
entre ellas, pudiendo fecundar a un ovocito mientras se benefician de las
secreciones celulares. En cambio, las monocapas celulares parecen
restringir dicho movimiento y causar la adhesion de los espermatozoides a
ellas, con lo que se reducen los niveles de fecundacion.

El efecto beneficioso de los co-cultivos podria ser debido a la produccion
de factores embriotréficos por parte de las células somaticas, asi como a su
accion detoxificante de los productos nocivos existentes en el medio
(Bongso y Fong, 1991). También se ha especulado que tanto las células de
la granulosa como las oviductales podrian secretar algin factor que
mantendria la motilidad y la viabilidad de los espermatozmdes (revisado
por Gordon, 1994).
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2.4.7. Agentes quimicos estimulantes de la motilidad espermitica en la
gota de FIV

Ademas de seleccionar los espermatozoides mas moviles mediante una de
las técnicas descritas anteriormente, muchos laboratorios utilizan algin
agente quimico para estimular y mantener dicha motilidad. De todos ellos,
la cafeina y la mezcla de penicilamina, hipotaurina y epinefrina (PHE) son
los mas empleados (revisado por Gordon, 1994).

- Cafeina

Uguz y col. (1992) han sugerido que la interaccion negativa entre la
heparina y la glucosa puede ser prevenida mediante la adicion de analogos
del AMPc o inhibidores de la fosfodiesterasa, como por ejemplo la cafeina.
En el bovino, se ha indicado que el efecto de la heparina sobre el semen
congelado puede ser mejorado con la adicion de cafeina (Niwa y Ohgoda,
1988). Ademas, se ha demostrado que la cafeina puede actuar
sinérgicamente con la heparina para acelerar los procesos de capacitacion y
de reaccion acrosomica (Park y col., 1989).

En el caprino, Sinha y col. (1995) observaron que, aunque la motilidad
espermatica del semen congelado se veia aumentada con el uso de cafeina,
ésta tenia un efecto dosis-dependiente y una concentracioén de cafeina de 2
mM permitié obtener mejores resultados que una de 5 mM. Sin embargo,
al utilizar semen fresco, la cafeina parece no ejercer un efecto beneficioso
(Younis y col.,, 1991; Cox y col., 1994), ya que mientras que Younis y col.
(1991) encontraron que la adicién de cafeina (2 mM) al medio TALP con
heparina no mejoraba los resultados posteriores de fecundacién, Cox y col.
(1994) observaron que el uso de cafeina, a una concentracion de 25mM,
deprimia fuertemente la penetracion y una concentracion inferior (10 mM)
aumentaba la tasa de poliespermia, aunque proporcionaba tasas de
penetracion similares a las obtenidas unicamente con heparina.

Diversos autores postulan que el efecto de la cafeina estd intimamente

relacionado con la calidad del semen a tratar, siendo efectiva cuando éste
es de baja calidad (Ball y col., 1983; Crister y col., 1984). Esto hace que
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