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Introduccion



1. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios y para la mayoria de las especies domésticas de interés
zootécnico, se han desarrollado diferentes métodos de maduracion in vitro (MIV),
fecundacion in vitro (FIV) y cultivo in vitro de embriones (CIV). En la especie porcina,
estas técnicas se encuentran todavia en fase experimental, si bien ultimamente han

evolucionado de forma espectacular.

Uno de los objetivos de la produccion in vitro de embriones en la especie porcina
es el de utilizar un gran niumero de foliculos ovéricos, recolectados a partir de ovarios de
hembras prepuberales, con la finalidad de obtener una gran cantidad de embriones a bajo
costo. Estos embriones podrian utilizarse para manipulacién in vitro (fundamental para la
produccion de cerdos transgénicos) o para la obtencidon de descendencia de sexo conocido
a partir de espermatozoides X/Y separados por citometria de flujo (Rath y cols., 1993),
donde el rendimiento de la separacidon es escaso comparado con el nimero minimo de
espermatozoides necesario para asegurar una gestacion tras la inseminacion artificial
(Martinez, 1995; Martinez y cols., 1999). Los sistemas de MIV/FIV/CIV también pueden
aplicarse a investigaciones bdasicas sobre el desarrollo embrionario, la mortalidad
embrionaria temprana o sobre diferentes aspectos de la micromanipulaciéon embrionaria o
la criopreservacion de gametos (Day y Funahashi, 1996). Ademads, la FIV puede ser
utilizada como un test de fertilidad para evaluar la capacidad fecundante de los
espermatozoides de diferentes verracos, al haber sido demostrado un efecto individual en

la penetrabilidad de los espermatozoides (Martinez y cols., 1993, 1998).

Por tanto, parece obvio el enorme interés econdomico que presentan estas técnicas
en el campo de la produccion porcina. Sin embargo, aunque la produccion in vitro de
embriones a partir de ovocitos madurados, fecundados y cultivados in vitro es hoy una
realidad, el rendimiento de estas técnicas es todavia inapropiado para obtener los

beneficios anteriormente mencionados.

Cronologicamente, los primeros intentos de FIV en la especie porcina fueron
realizados por Harms y Smith (1970), Iritani y cols., (1978) y Pavlok (1981), pero no es

hasta 1986 cuando Cheng y cols., (1986) obtienen las primeras camadas nacidas tras FIV



de ovocitos madurados in vivo. A partir de entonces, se ha conseguido producir
embriones in vitro en varios laboratorios y se ha obtenido descendencia tras la
transferencia de embriones a cerdas receptoras, aunque la efectividad de esta metodologia
es muy limitada, habiéndose alcanzado porcentajes de blastocistos no superiores al 40%

(revisado por Funahashi y Day, 1997).

Durante los ultimos afios los distintos grupos de investigacion han estado
centrados en el perfeccionamiento de cada una de las técnicas implicadas, principalmente
en los protocolos de MIV y FIV, con el fin de elevar el nimero de embriones viables
obtenidos in vitro. Particular atencion ha sido puesta en resolver los historicos problemas
de la reducida incidencia de la formacion del prontcleo masculino (PNM) y la elevada

polispermia (revisado por Niwa, 1993; Prather y Day, 1998).

Aunque una extremadamente baja incidencia de formacidon pronuclear era
frecuentemente observada en los primeros estudios sobre FIV de ovocitos porcinos
madurados in vitro (Nagai y cols.,, 1984; Mattioli y cols., 1988b), diferentes
investigaciones desde distintos laboratorios resolvieron este problema (revisado por Day
y Funahashi, 1996). Efectivamente, mediante la adicién al medio de MIV de cisteina,
fluido folicular, cisteamina y beta-mercaptoetanol este problema es minimizado (revisado
por Day, 2000). Ademas, la reduccion del tiempo de exposicion de los ovocitos a las
hormonas gonadotropas (Funahashi y Day, 1993a), la utilizacion de una reducida
concentracion de CINa en el medio (Funahashi y cols., 1994b,e) y la adicion de células de
la granulosa al medio, también parece aumentar la incidencia de formacion del pronucleo

masculino.

Sin embargo, el medio de eleccion para MIV deberia ser un medio que no
necesitase el cocultivo de los ovocitos con células somdticas o sus secreciones.
Recientemente, con el empleo de medios de maduracion quimicamente definidos, con
baja concentracion de cloruro sodico y suplementados con cisteina, factor de crecimiento
epidérmico (EGF), cisteamina, beta-mercaptoetanol y PVA, como sustitutivo de los
materiales bioldgicos, se han conseguido elevados porcentajes de formacion del PNM,
siendo éstos similares a los alcanzados con otros medios de MIV suplementados con

fluido folicular porcino (Abeydeera y cols., 1999).



Por otro lado, el problema de la polispermia en los sistemas de MIV/FIV/CIV
persiste en la actualidad, siendo dicho problema considerado como el principal obstaculo
para obtener un gran nimero de embriones in vitro con una elevada capacidad de
desarrollo. Aunque la incidencia de polispermia se ha disminuido en los ultimos afios, las
penetraciones espermaticas multiples continlan produciéndose en un porcentaje
excesivamente elevado, pudiendo ser ésta la causa de la elevada mortalidad embrionaria
y/o fetal tras la transferencia de embriones producidos in vitro, ya que los ovocitos
penetrados por mds de un espermatozoide pueden desarrollarse hasta el estadio de

blastocisto con la misma frecuencia que los penetrados normalmente (Han y cols., 1999).

Aunque la mayoria de las primeras investigaciones se realizaron utilizando semen
fresco, el empleo de semen criopreservado es preferido al poder utilizar de forma
continua espermatozoides procedentes de un mismo eyaculado durante el tiempo de
duracién de un experimento (Wang y cols., 1991). Sin embargo, el empleo de semen
criopreservado en los sistemas de FIV, junto con la posibilidad de utilizar un medio
quimicamente semidefinido durante la coincubacioén de los gametos (Abeydeera y Day,
1997b), todavia no ha conducido al desarrollo de un procedimiento con el cual se

consigan aceptables tasas de monospermia.

En la especie porcina, la incidencia de penetraciones polispérmicas en condiciones
in vivo es inferior al 5%. Basicamente son dos los mecanismos que actian impidiendo la
entrada de mas de un espermatozoide en el interior del ovocito: la reduccion del numero
de espermatozoides durante su transporte a través de las distintas regiones del tracto
femenino y el bloqueo de zona que experientan los ovocitos durante la activacion.
Ademas, la fecundacion oviductal se produce bajo un ambiente especifico dominado por
la presencia de células, secreciones oviductales y secreciones ovaricas liberadas durante

la ovulacion.

In vitro, se ha intentado imitar las condiciones fisiologicas durante el cocultivo de
los gametos. Asi, se ha demostrado que un corto periodo de co-preincubacion de los
espermatozoides con células epiteliales de oviductos porcinos (Nagai y Moor, 1990) o la

preincubacion espermatica en presencia de una baja concentracion de fluido folicular



porcino (Funahashi y Day, 1993c) reducen la incidencia de polispermia. Resultados
similares se han obtenido al cocultivar ovocitos y espermatozoides en presencia de fluido
folicular obtenido durante el estro (Kim y cols., 1996) o en un medio condicionado con
secreciones procedentes de las células epiteliales del oviducto (Kano y cols., 1994). Sin
embargo, al igual que ocurre con los medios de MIV, seria preferible utilizar medios de
cocultivo quimicamente definidos, como el desarrollado por Abeydeera y Day (1997b)

para estandardizar al maximo posible las condiciones de FIV.

Por otro lado, el estudio comparado de la liberacion de los granulos corticales
después de la FIV de ovocitos oviductales madurados in vivo y de ovocitos madurados in
vitro no ha revelado diferencias significativas ni en el grado ni en el momento en que se
produce la exocitosis de los granulos corticales tras la FIV (Wang y cols., 1997b,
1998a,b), lo cual podria haber sido una de las causas de la elevada incidencia de

polispermia.

Sin embargo, poco se ha investigado sobre la influencia de diferentes condiciones
de cocultivo, tales como el niimero de espermatozoides, el volumen de medio o el numero
de ovocitos durante el cocultivo, la utilizacion de ovocitos rodeados por las células del
cimulus tras su MIV y la duracién del periodo de cocultivo, sobre la incidencia de

penetraciones polispérmicas y el desarrollo embrionario posterior.

In vivo, si se deposita un elevado niimero de espermatozoides directamente en el
istmo tubdrico, el porcentaje de polispermia se incrementa significativamente comparado
con la inseminacion en el lumen (Hunter, 1973). De la misma manera, in vitro, la
reduccion de la concentracion de espermatozoides podria aumentar el porcentaje de
ovocitos monospérmicos, teniendo en cuenta que el numero final de espermatozoides por
ovocito se encuentra directamente influenciado por el volumen de medio utilizado y por
el nimero de ovocitos presente durante el cocultivo. Aunque en la bibliografia aparecen
reflejados diferentes volumenes de medio de cocultivo, nimero de ovocitos y
concentracion de espermatozoides durante el cocultivo, son escasos los trabajos que

estudian estos pardmetros como fuentes de variacion.



Por otro lado, durante la fecundacion in vivo, los ovocitos se encuentran inmersos
en una matriz de mucus y de células del cimulus cuando son penetrados por los
espermatozoides. Sin embargo, in vitro, la tendencia mas generalizada es la de utilizar
ovocitos denudados durante el cocultivo, aunque el efecto de la presencia de los
complejos cimulus ovocito (COC) durante la FIV sobre la penetrabilidad de los ovocitos
ha dado resultados contradictorios entre los diferentes autores (Coy y cols., 1993a; Wang
y cols., 1994; Ka y cols., 1997).

La disminucion del tiempo de contacto efectivo entre espermatozoides y ovocitos
es otro de los factores que podria influir notablemente sobre el rendimiento final de la
FIV. De hecho, la mayoria de los sistemas actuales de FIV utilizan un tiempo maximo de
contacto entre espermatozoides y ovocitos de 5-6 horas, periodo muy inferior al utilizado
en un principio (12-18 horas). Sin embargo, nuevamente son escasos los trabajos donde
se intenta modificar el tiempo de exposicion de los ovocitos a las muestras seminales,
bien acortando dicho periodo por debajo de las 5 horas o bien utilizando algin tipo de
estrategia para que ambos gametos puedan interaccionar durante el tiempo preciso para

obtener unos elevados indices de penetracion y monospermia.

Por todo ello, los objetivos del presente trabajo experimental han sido:

1) Determinar el efecto de diferentes volumenes de medio de cocultivo y de diferente
numero de ovocitos durante el cocultivo sobre los pardmetros de fecundacion y sobre

el desarrollo embrionario posterior hasta el estadio de blastocisto.

2) Estudiar la penetrabilidad y la capacidad de desarrollo embrionario utilizando
ovocitos rodeados por las células del cumulus y diferentes ratios espermatozoides:ovocito
durante la FIV.

3) Comprobar si la disminucion del tiempo de exposicion de los ovocitos a los
espermatozoides ejerce un efecto positivo sobre el rendimiento de la produccién in vitro

de embriones.
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Bibliografica



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Fecundacion in vitro. Antecedentes

La fecundacion in vitro se ha desarrollado con éxito en al menos 20 especies de
mamiferos. Los avances en los sistemas de FIV se vieron favorecidos por diferentes
investigaciones sobre las distintas partes que componen todo sistema de FIV:
espermatozoides, ovocitos, medios de cultivo y condiciones de cultivo. Como
consecuencia de estas investigaciones, tras la transferencia de los cigotos resultantes de la
fecundacion in vitro, se empez6 a conseguir descendencia viva en diferentes especies
(Tabla 1).

Tabla 1. Nacimiento de descendencia viva tras la
transferencia de embriones producidos in vitro.

Conejos Chang (1959)

Rata Toyoda y Chang (1974)

Raton Pavlok (1967); Hope y Pitts (1973)
Humana Steptoe y Edwards (1978)

Vaca Brackett y cols. (1982, 1984)
Cerda Cheng y cols. (1986)

Oveja Cheng y cols. (1986)

Gata Pope y cols. (1989)

Cabra Jufen y cols. (1991)

La especie porcina fue una de las que mas dificultades presentd, debido a la dificultad
de encontrar un método satisfactorio de capacitacion espermadtica in vitro. Por este
motivo, los primeros intentos de fecundar ovocitos porcinos in vitro fracasaron o
fueron esporadicos y de rendimientos muy bajos (Harms y Smidt, 1970; Baker y
Polge, 1976; Iritani y cols., 1978). En 1981, Pavlok (1981) demostré que los ovocitos



porcinos libres de zona peliicida eran penetrados por espermatozoides eyaculados
cuando éstos eran preincubados in vitro a elevadas concentraciones. Nagai y cols.,
(1984) también obtuvieron elevados porcentajes de penetraciéon de ovocitos con la
zona intacta inseminados con espermatozoides epididimales preincubados a altas
concentraciones. La primera fecundacidon in vitro con ¢€xito de ovocitos porcinos
madurados in vivo fue conseguida por Cheng y cols. en 1985. Estos investigadores
utilizaron el protocolo y el medio para la fecundacién in vitro porcina propuesto por
Pavlok en 1981 con algunas modificaciones. El semen era conservado a 20°C durante
16 horas, lavado y preincubado en TCM-199 (37°C, 4-5 horas a una concentracion de
2x10® espz/ml) antes de la inseminacion de los ovocitos. Este método de capacitacion
in vitro de los espermatozoides ha sido el método basico de capacitacion utilizado por

la mayoria de investigadores durante muchos afios.

La obtencion de los primeros lechones nacidos tras la fecundaciéon in vitro de
ovocitos madurados in vivo aumento6 el interés sobre la utilizacion de ovocitos inmaduros
foliculares y su maduracién in vitro en los sistemas de FIV. En 1988, Mattioli y cols.
(Mattioli y cols., 1988a,b) utilizaron un nuevo método para cultivo in vitro de ovocitos
que resultd en una adecuada maduracion de los mismos, lo cual fue confirmado un afo
mas tarde con el nacimiento de lechones vivos después de la transferencia embrionaria a
receptoras (Mattioli y cols., 1989). Las sucesivas investigaciones demostraron que a pesar
de que los ovocitos podian ser penetrados en porcentajes muy elevados por los
espermatozoides, la proporcioén de los primeros que proseguian el desarrollo embrionario
hasta sufrir la primera segmentacion era extremadamente baja. Esto estaba motivado por
una elevada incidencia de polispermia, una reducida proporcion de formacion del
prontcleo masculino y una baja tasa de desarrollo embrionario temprano. En los ultimos
diez anos se han realizado progresos continuos sobre los sistemas de MIV, FIV y CIV,
aunque todavia son pocos los laboratorios que han conseguido descendencia viva tras la
transferencia de embriones a hembras receptoras, como se resume en la tabla 2. La alta
incidencia de penetraciones polispérmicas todavia existe, aunque este problema ha sido
ligeramente aminorado por diferentes modificaciones de las condiciones durante el

cocultivo.



Tabla 2: Descendencia viva obtenida tras la transferencia de embriones producidos in

vitro.
FUENTE DE
OVOCITOS LECHONES VIVOS /
AUTORES MADUROS ESPERII;/IEASTOZOI GESTANTES
Cheng, Polge y .
Moor (1986) In vivo Fresco 19/6
Yoshida (1987) In vivo Fresco 4/1
Nagai y cols., . .
(1988b) In vivo Criopreservado 1/1
Mattioli y cols., .
(1989) In vitro Fresco 9/1
Yoshida (1989) In vivo Fresco 12/2
Nagai y cols., .
(1990) Invitro Fresco 1/1
Yoshida y cols., .
(1993b) In vitro Fresco 3/1
Funahashi y .
cols., (1996) Invitro Fresco 1/1
Rath y cols., In vivo Separado X 6/1
(1997) Separado Y 4/1
P
Funahashi y .
cols., (1997b) In vitro Fresco 19/3
Abeydeera y . . 7/1
cols., (1998¢) In vitro Criopreservado 11/2
Abeydeera y . .
cols., (1998a) In vitro Criopreservado 18/5
Abeydeera y . Separado X 24/5
cols., (1998¢) |  1"Vitro Separado Y 9/3
Kikuchi y cols., . .
(1999) In vitro Criopreservado 17/3
Abeydeera y
cols., (no In vitro Criopreservado 82/12
publicado)




2.2. Maduracion del ovocito

2.2.1. Maduracién in vivo

Se entiende por maduraciéon del ovocito todos las cambios nucleares,
citoplasmaticos y de membrana, que acontecen en el ovocito entre el pico preovulatorio
de LH y la ovulacion. Durante este periodo, el ovocito reanudara la meiosis, progresando
hasta el estadio de Metafase II (MII), con la extrusion del primer corpusculo polar
(MN:maduraciéon nuclear) y adquirird las sustancias necesarias para su correcta
fecundacion y desarrollo embrionario posterior (MC:maduracién citoplasmatica)
(Sorensen y Wassarman, 1976; Motlik y cols., 1984; Moor y cols., 1990; Eppig, 1996).
Los ovocitos adquieren la capacidad para reaunudar la meiosis una vez finalizada su fase
de crecimiento, lo cual sucede cuando el foliculo presenta un antro de aproximadamente
2’4 mm de didmetro (Motlik y cols., 1984). Una vez se reanuda la meiosis tras el pico
preovulatorio de LH, se inicia una fase de diferenciacion intracelular que va a conferir al
ovocito su capacidad para formar el pronticleo masculino (PNM) tras la penetracion
espermatica (Thibault y cols., 1987; Hyttel y cols.,1997), siendo imprescindible para ello
una correcta interaccion entre el ovocito y las células foliculares. Durante este periodo de
MC, gran cantidad del ARNm acumulado durante la fase de crecimiento del ovocito sera
utilizado en la sintesis de proteinas esenciales, tales como el factor promotor del
crecimiento del pronucleo masculino (MPGF: Thibault y Gerard, 1973) necesario para la
descondensacion espermatica y formacion del prontcleo masculino (Moor y cols., 1990),
y en la sintesis de proteinas necesarias durante el proceso de la fecundacion y el
desarrollo embrionario (Eppig, 1996; Singh y cols., 1997). Ademas durante este periodo
se produce una reestructuracion citoplasmatica de las mitocondrias, que se relinen
alrededor del nucleo (Thibault y cols., 1987), y de los granulos corticales que migran
hacia la periferia del ooplasma, formando un estrato por debajo de la membrana celular al
final de la maduracion (Cran y Cheng, 1986), hecho que jugard un papel fundamental en

la instauracion del bloqueo a la polispermia.



De forma general, se puede decir que la maduracion total del ovocito se relaciona
con una complicada combinacién de factores secretados por las células foliculares y la
accion de las gonadotropinas (Liu y cols., 1997), caracterizdndose desde el punto de vista
morfoldgico por la presencia del primer corpusculo polar y la expansion y mucificacion
de las células del camulus que rodean al ovocito (Eppig, 1979). Los factores implicados
tanto en la maduracion nuclear como en la citoplasmatica han sido extensamente
revisados por (Martinez, 1992; Martinez y cols., 1996; Niwa, 1993; Lucas, 1998).

2.2.2. Maduracion in vitro

La utilizacion de ovocitos madurados in vitro a partir de ovocitos inmaduros
procedentes de ovarios de cerdas prepuberales sacrificadas en matadero presenta la
ventaja de poder disponer de una fuente practicamente ilimitada, y a muy bajo costo, de
gametos femeninos. La técnica de maduracion in vitro propiamente dicha consiste en el
mantenimiento de los ovocitos en un medio de cultivo adecuado durante un periodo de
tiempo semejante al que transcurre in vivo desde el pico preovulatorio de LH hasta la
ovulacion. El éxito de la misma depende de que las condiciones que soporten los ovocitos
durante este tiempo se asemejen en lo posible a las que se producen durante la
maduracion fisioldgica en el animal. In vivo, el ovocito esta expuesto a concentraciones
variables de gonadotropinas, esteroides (progesterona y estradiol), factores de crecimiento
y otras moléculas desconocidas que pueden interactuar entre si regulando los cambios
maduracionales que afectan al ovocito y a las células del camulus durante el periodo

preovulatorio (Singh y cols., 1993).

In vivo, se ha determinado el tiempo necesario para completar la MN mediante la
administracion de gonadotropina coriénica humana (hCG) induciendo asi la reanudacion
de la meiosis (Hunter y Polge, 1966). El intervalo requerido para la desaparicién de la
vesicula germinal (VG) y alcanzar el estadio de MII después de la administracion de hCG
es de 36-40 horas. Por este motivo, el tiempo de cultivo de los ovocitos para su
maduracion in vitro suele variar entre 36 y 48 horas, siendo 40-44 horas la duracion del
cultivo mas corrientemente utilizada (Prather y Day, 1998). Hay que tener en cuenta que
un tiempo de cultivo demasiado prolongado provoca el envejecimiento de los ovocitos y

disminuye su capacidad de formacion del prontcleo masculino (Ocampo y cols., 1993).



In vivo, los ovocitos envejecidos (6-8 horas postovulacidon) tienen una mayor

probabilidad de ser penetrados polispérmicamente y de fragmentarse (Hunter, 1967).

Con los diferentes medios y condiciones de cultivo utilizados se consiguen altos
porcentajes de MN, determinada ésta por la visualizacion del primer corptsculo polar en

el espacio perivitelino y progresion meidtica a Met II (Prather y Day, 1998).

La MC, determinada por la incidencia en la formacion de PNM, fue durante
mucho tiempo uno de los principales problemas en los sistemas de FIV. En los primeros
estudios, so6lo una pequenia proporcion de los espermatozoides que penetraban en el
interior de los ovocitos madurados in vitro eran capaces de transformarse en pronucleos
masculinos (Mattioli y cols., 1988a; Wang y cols., 1991; Laurincik y cols., 1994). Esta
alteracion se atribuyd a una incorrecta MC, como consecuencia de la utilizacion de
condiciones inadecuadas durante la maduracion. Diversos estudios mostraron que la
capacidad de los ovocitos porcinos para formar el PNM era afectada por niveles
hormonales, secreciones foliculares, iones intracelulares y, especialmente, por el estrés
oxidativo (revisado por Day y Funahashi en 1996). Estudios posteriores (Funahashi y
cols., 1994b; Yoshida y cols., 1993a; Yoshida y cols., 1993b) indicaron que la capacidad
para la formacion del PNM estaba altamente correlacionada con el contenido de glutation
(GSH) existente en el interior del ovocito. El glutation es el tiol libre intracelular mas
importante que regula la proliferacion celular, el transporte de aminoacidos, la sintesis de
proteinas y ADN y la reduccién de puentes disulfuros y de otras sustancias quimicas
(Kosowa y Kosowa, 1978; Meister y Anderson, 1983), estando implicado en la reduccion
de los puentes disulfuro de las protaminas del espermatozoide lo que inicia la
descondensacion espermatica (Perreault, 1990). En la actualidad, los porcentajes
obtenidos de MC tras la MIV de los ovocitos se encuentran alrededor del 85-95%
(Funahashi y Day, 1996).

2.2.2.1. Factores que influyen en la MIV



2.2.2.1.1. Procedencia de los ovocitos

Ya que la fase de crecimiento del ovocito finaliza cuando éste se encuentra en
foliculos antrales de mas de 2 mm de didmetro (Motlik y cols., 1984), y que el ovocito
adquiere su capacidad meidtica una vez finalizada dicha fase, los complejos cimulus-
ovocito (COC) obtenidos a partir de foliculos antrales de mas de 3 mm de diametro
representan la principal fuente de ovocitos para la produccion de embriones porcinos in

vitro (revisado por Day y Funahashi, 1996).

Sin embargo, existe una gran variabilidad, tanto en el tamafio como en el estadio
de VG, entre ovocitos procedentes de diferentes diametros foliculares e incluso entre los
procedentes de un mismo tamafio folicular (Lucas y cols., 2001). Esta variabilidad en la
morfologia de la VG puede ser una de las principales causas de variacion en los
resultados obtenidos tras la MIV, FIV y CIV de los ovocitos. El uso de COC de alta
calidad y sincronizados meiodticamente, al inicio del cultivo de maduracion, podria
mejorar los resultados de MIV y FIV y consecuentemente los de desarrollo embrionario.
Asi, se ha comprobado que la exposicion de los ovocitos al dbcAMP durante las primeras
20 horas de MIV (Funahashi y cols., 1997b) o la preincubacion de los ovocitos durante 12
horas en medio de maduracién sin gonadotropinas (Funahashi y cols., 1997a), aumenta la
homogeneidad de la maduracién nuclear y mejora la capacidad de desarrollo hasta el

estadio de blastocisto de los ovocitos madurados in vitro.

Otros factores que pueden afectar a la calidad de los ovocitos son el método de
coleccion de COC (diseccion o aspiracion: Nagai, 1994), la presencia de cuerpos luteos
en los ovarios (Ocampo y cols. 1993) y la edad y atresia folicular (Ding y Foxcroft, 1992;
Lucas, 1998).

2.2.2.1.2. Efecto de las células foliculares



En 1988, Mattioli y cols. observaron que cultivando in vitro los COC conectados a
la pared extrovertida de los foliculos se incrementaba la formacion de PNM en los
ovocitos penetrados, pudiendo éstos desarrollarse hasta el estadio de blastocisto, dando
como resultado, tras transferencia embrionaria, el nacimiento de lechones vivos (Mattioli
y cols., 1989). La secrecion de las células somaticas foliculares influye sobre la
maduracion completa del ovocito y estabiliza la distribucién de los granulos corticales
(Galeati y cols.,1991), ademas de favorecer la formacion del PNM (Nagai y cols., 1993;
Ding y Foxcroft, 1994a). Efectivamente, la presencia de células del cimulus rodeando a
los ovocitos es necesaria para la correcta maduracion de éstos, ya que debe existir una
comunicacion directa, via gap junctions, entre las células somaticas y el ovocito para la
transmision de factores reguladores de la meiosis como el AMPc (Mattioli y cols., 1994;
Aktas y cols., 1995; Petr y cols., 1996) y el OMI o factor inhibidor de la meiosis (Tsafriri
y Channing, 1975; Stone y cols., 1978). Ademas, esta intercomunicacion provee al
ovocito de los nutrientes necesarios para su desarrollo (Moor y cols., 1980; Buccione y
cols., 1990) y de los aminoécidos del medio de maduracidon necesarios para la sintesis de
proteinas (Ka y cols., 1997), tales como el MPGF fundamental para la formacion del

prontcleo masculino.

Por otro lado, Abeydeera y cols., (1998a) observaron que la adicion de células de
la granulosa y de la teca (FSP: follicular shell pieces) durante la MIV de COC, aunque no
afectaba a los pardmetros de fecundacion o division, incrementaba la concentracion
intracelular de GSH, al impedir, posiblemente, la oxidacion de la cisteina disponible en el
medio de maduracion, mejorando el desarrollo de los embriones hasta el estadio de
blastocisto (18% vs. 36%). Esto indica que las células foliculares de la pared folicular

mejoran la maduracion citoplasmatica necesaria para el posterior desarrollo embrionario.
2.2.2.1.3. Efecto de la suplementacion del medio de maduracion

Son varios los medios que han sido utilizados por los distintos autores para la
maduracion in vitro de los ovocitos porcinos. Los mas conocidos son el medio
modificado Krebs-Ringer Bicarbonato (Naito y cols., 1988), el medio modificado TCM-
199 con sales de Earle (Mattioli y cols., 1989; Yoshida y cols., 1989, 1990; Wang y cols.,
1991; Funahashi y cols., 1994a,b), el medio modificado Tirode-Lactato-Piruvato-



Polivinilalcohol (mTLP-PVA) (Bavister, 1989), el medio Waymouth MB (Yoshida y
cols., 1992b), el medio modificado Whitthen’s medium (mWM) (Funahashi y cols.,
1994¢) y el medio North Caroline State University sin albiumina sérica bovina (NCSU-23)
(Abeydeera y Day, 1997b), el cual fue desarrollado para el cultivo de embriones en raton
(Whitten y Biggers, 1968) y cerdo (Petters y Wells, 1993).

El uso de un medio de maduraciéon con baja concentracion de CINa o con la
presencia de osmolitos organicos (como taurina y sorbitol) parece ser necesario para la
maduracion citoplasmatica y por tanto para el posterior desarrollo embrionario
(Funahashi y cols., 1996). Una elevada concentracion de CINa en el medio de maduracion
tiene un efecto negativo en la MC reflejado no sélo por la actividad de la histona HI
kinasa (Funahashi y cols., 1994e), por la organizaciéon de microfilamentos (Funahashi y
cols. 1995) y el contenido de GSH al final de la MIV, sino también por la incidencia de
formacion del PNM (Funahashi y cols., 1994b) y posterior desarrollo embrionario.
Asimismo, la incorporaciéon al medio de maduracion de cisteina aumenta el GSH en
ovocitos porcinos (Yoshida y cols., 1993a,b; Sawai y cols., 1997) y mejora no solo la
formacion del PNM tras la penetracion espermatica, también mejora el desarrollo
embrionario. Por lo tanto éstas son condiciones que cumplen todos los medios de

maduracion utilizados.

En la actualidad con los medios usados para MIV se obtienen altos porcentajes de
MN y MC, dependiendo de la suplementacion utilizada: hormonas, suero y/o fluido

folicular y factores de crecimiento.

El efecto beneficioso de la suplementacion del medio de maduracién con
hormonas ha sido ampliamente estudiado y publicado por muchos laboratorios
(Meinecke-Meinecke Tillman, 1979; Mattioli y cols., 1986; Racowsky y McGaughey,
1982; Fukui y Ono, 1989; Funahashi y cols., 1994a). Se ha comprobado los efectos
positivos de la suplementacion del medio de maduracion durante al menos las primeras
24 horas de incubacidon con gonadotropinas no sélo sobre la MN y la expansion de las
células del camulus (Yoshida y cols., 1989; Mattioli y cols., 1991), sino también sobre la
maduracion citoplasmatica de los ovocitos porcinos (Funahashi y Day, 1993a; Funahashi

y cols., 1994a; Liu y cols., 1997). En la actualidad, en todos los laboratorios dedicados a



la produccioén in vitro de embriones porcinos es norma fundamental suplementar el medio

de maduracion con gonadotropinas.

En general, la mayoria de los medios de maduracion han sido suplementados con
suero fetal bovino (FCS) (Mattioli y cols., 1988b; Ding y Foxcroft, 1992; Nagai y cols.,
1993; Zheng y Sirard, 1992; Yoshida y cols., 1990; Galeati y cols., 1991; Wang y cols.,
1991) y/o fluido folicular porcino (FFp) (Naito y cols., 1988; Daen y cols., 1994;
Funahashi y cols., 1994a; Yoshida y cols., 1992a; Abeydeera y Day, 1997a,b). Sin
embargo, se ha demostrado que el FCS perjudica la MC cuando se utiliza medio KRBm
(Naito y cols.,, 1988) o TCM-199m (Funahashi y Day, 1993b) como medios de
maduracion in vitro. Por otro lado, el efecto beneficioso del FFp sobre la maduracion in
vitro de los ovocitos es incuestionable. No obstante, en el FFp, al igual que sucede en el
FCS, son abundantes los factores de crecimiento y hormonas, ademas de otros muchos
factores desconocidos (FCS: Hsu y cols., 1987; Younis y cols., 1989. FFp: Hsu y cols.,
1987; Aisnsworth y cols., 1980; Ding y Foxcroft, 1992). Por tanto, la suplementacion del
medio de maduracion in vitro con FFp impide un apropiado control de calidad y aumenta
la variabilidad de los resultados intra y entre laboratorios. Para eliminar tal variabilidad es
necesario utilizar un medio de MIV definido, lo cual, ademas, ayudaria al entendimiento
de los mecanismos moleculares basicos responsables de la estimulacion o inhibicion de la
MN y MC de los ovocitos. En bovino, los ovocitos madurados in vitro en un medio libre
de proteina (PF:protein free) son fecundados y se desarrollan hasta el estadio de
blastocisto en cultivo in vitro (Saeki y cols.,, 1991; Keskintepe y Brackett, 1996).
Igualmente los ovocitos porcinos pueden ser madurados en medio libre de proteina y
fecundados in vitro (Coskum y Lin, 1995; Wang y Niwa, 1995a,b). Abeydeera y cols.,
(1998d) estudiaron tres medios libres de proteina (PF-NCSU23, PF-TCM-199 y PF-WM)
comparandolos con el medio con proteina (NCSU23-FFp), demostrando que los ovocitos
porcinos pueden ser madurados en el medio PF-TCM-199, fecundados y desarrollados
hasta el estadio de blastocisto al igual que en un medio con proteina. La tendencia actual
es la de utilizar medios quimicamente definidos sin aporte alguno de una fuente proteica

de composicion desconocida.

Las secreciones foliculares contienen factores estimulantes que promueven la

maduracion de los ovocitos (Mattioli y cols., 1988a,b; Naito y cols., 1988; Yoshida y



cols., 1992a; Funahashi y Day, 1993b), tales como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y el factor de crecimiento insulinico (IGF-I). Estos factores se encuentran
presentes en el fluido folicular y son expresados por las células de la granulosa
(Hammond y cols., 1993). El efecto positivo del EGF exogeno sobre la MIV ha sido
demostrado en raton (Downs y cols., 1988), bovino (Lorenzo y cols., 1994), humanos
(Das y cols., 1991) y porcino (Coskun y Lin, 1993). Este factor de crecimiento ha sido
encontrado en elevadas concentraciones en el FFp (Hsu y cols., 1987) y su efecto sobre la
MN y en la MC de los ovocitos porcinos ha sido estudiado por varios investigadores
(Reed y cols., 1993; Ding y Foxcroft, 1994b; Wang y Niwa, 1995b). En ese sentido, Reed
y cols. (1993) encontraron que el EGF junto con la FSH, la LH y la prolactina, podrian
promover la MN de los ovocitos porcinos de forma similar al FFp. Por otro lado, Singh y
cols. (1993) demostraron que el EGF era un potente inductor de la maduracion meidtica y
de la expansion de las células del cimulus y que su efecto era aumentado por la FSH. Sin
embargo, Abeydeera y cols. (1998c) encontraron que la presencia de EGF en el medio de
maduracion in vitro no afectaba a la expansion de las células del cimulus, ni a la
maduracion ni a los porcentajes de fecundacion o division, aunque si se incrementaba el
porcentaje de blastocistos obtenidos, dependiendo de la concentracion de EGF utilizada
(42% de blastocistos con 10 ng/ml del EGF en el medio de MIV frente a un 21% de
blastocistos sin adicion del EGF). De forma similar, la adicion de IGF-I al medio de MIV
no parece afectar a la MN de ovocitos porcinos (Reed y cols., 1993; Grupen y cols., 1997)
pero si estimula la incidencia de divisiones embrionarias y la formacion de blastocistos
(Xiay cols., 1994).

2.3. Penetracion espermatica

Se han realizado numerosas investigaciones relacionadas con el cocultivo de los
gametos para intentar disminuir al maximo las penetraciones polispérmicas. Sin embargo,

el porcentaje de ovocitos monospérmicos obtenido tras la FIV todavia no es suficiente



para obtener un elevado niimero de embriones viables con posibilidad de desarrollarse

hasta el estadio de blastocisto.

2.3.1. Prevencion de la polispermia in vivo

El 95% de los ovocitos madurados y fecundados in vivo son monospérmicos
(Hunter, 1967, 1972). Los principales mecanismos para prevenir in vivo la fecundacion
polispérmica de los ovocitos porcinos son el tracto reproductivo femenino y la respuesta

del propio ovocito durante la penetracion espermatica.

2.3.1.1. El tracto reproductivo femenino

El ovario, la unién tutero tubarica (UUT) y el istmo controlan, reducen y
seleccionan la poblacion de espermatozoides capacitados que llega al lugar de la
fecundacion (Hunter, 1991, 1996), de forma que solo consiguen alcanzar el lugar de la
fecundacion un nimero menor de 100 espermatozoides por ovocito (Hunter, 1982; Mburu
y cols., 1996). Efectivamente, durante la inseminacion artificial o la cubricién natural,
miles de millones de espermatozoides se depositan en el utero. Sin embargo, tan sélo
100.000 6 200.000 espermatozoides colonizan la UUT (1-2 horas postdeposicion), unos
cuantos miles alcanzan el reservorio espermatico y, unicamente, varios centenares llegan
al lugar de la fecundacion, donde se encuentran los ovocitos rodeados por las células
foliculares totalmente expandidas y mucificadas en un volumen de fluido escaso. En estas
condiciones el porcentaje de ovocitos fecundados por mds de un espermatozoide es
inferior al 5% (Hunter, 1967, 1972).

El oviducto ha sido considerado durante muchos afios como un simple nexo de
union entre el utero y el ovario. Sin embargo, en la actualidad, cada dia se da mayor
importancia a las funciones que implicitamente desarrolla este conducto al ser el lugar
donde ocurren los distintos acontecimientos que desembocan en la unién del gameto
masculino y femenino y en el desarrollo embrionario temprano (revisado por Rodriguez-
Martinez, 1998). Uno de esos acontecimientos consiste en el transporte, almacenamiento

y capacitacion espermatica.



El propdsito primario del transporte espermatico es el establecimiento de una
poblacion de espermatozoides competentes en el lugar de la fecundacion o cerca de €1 en
el momento de la ovulacidn, de tal forma que los fendmenos de penetracion y activacion
puedan ocurrir antes de que comience el envejecimiento del ovocito (Hunter, 1980). El
transporte de los espermatozoides porcinos en el tracto genital de la hembra se divide
tradicionalmente en tres fases: un transporte rapido a través de los cuernos uterinos, la
invasion de los espermatozoides del reservorio espermatico en la UUT y su liberacion
paulatina hacia el lugar de la fecundacion, relacionada con la ovulacion. La extremidad
caudal del oviducto, la UUT, es bafiada por los espermatozoides al final de la cubricion.
Bajo estas condiciones, los espermatozoides podrian entrar en el oviducto poco después
de la cubricién y de hecho, algunos espermatozoides viables se encuentran en el istmo
entre 15 minutos y 1 hora después de la cubricion (Hunter y Hall, 1974; Hunter, 1981).
Sin embargo, la poblacion fecundante de espermatozoides se almacena en el lado
oviductal de la UUT, en los 2 primeros centimetros del istmo, hasta que la ovulacion es
inminente. Esta, por tanto, es la regién considerada como el reservorio principal de
espermatozoides (Hunter, 1981). El almacenamiento de espermatozoides en la region
caudal del istmo oviductal se puede prolongar durante 36 horas o incluso mas (Hunter,
1981,1984; Pollard y cols., 1991; Raycoudhurry y Suérez, 1991), debido a que la
motilidad de los espermatozoides en el reservorio cesa y a que la superficie de los
espermatozoides permanece intacta (Overstreet y cols., 1980; Hunter, 1984; Suarez y
cols., 1991). Al menos son tres las funciones que se han atribuido al reservorio
espermatico (Rodriguez-Martinez, 1998): la prevencion de la polispermia, por el acusado
descenso de espermatozoides a lo largo del tubo; el mantenimiento de la viabilidad
espermadtica y de la capacidad fecundante y la modulacion del proceso de la capacitacion.
Momentos antes de la ovulacion (1-2 horas), comienza la liberacion progresiva, en
numero muy controlado, de los espermatozoides y su desplazamiento desde el reservorio
hacia la regién ampular-istmica (Hunter y cols., 1983). Esto implica una reduccion del
nimero de espermatozoides, por lo que se previene la polispermia (Mburu y cols., 1997).
Este fenomeno de liberacion espermatica controlada se encuentra bajo control endocrino
del ovario (Hunter, 1988).

2.3.1.2. La respuesta directa de los ovocitos



La reaccion de zona, con la exocitosis del contenido de los granulos corticales
(Wassarman, 1988; Cran y Esper, 1990; Jones, 1990), es el principal mecanismo que
dispone el ovocito porcino para evitar la entrada en su citoplasma de mas de un
espermatozoide. Al final de la maduracion de los ovocitos, se produce una migracion de
los granulos corticales hacia la membrana plasmatica (Ducibella y cols., 1988; Wang y
cols., 1997a,b,c). Durante la fecundacion, la penetracion del espermatozoide induce la
exocitosis de los granulos corticales, que contienen enzimas hidroliticos y componentes
sacaridos, cuyo contenido se dispersa en el espacio perivitelino y produce la formacion de
una especie de cubierta cortical granular (Dandekar y Talbot, 1992; Dandekar y cols.,
1995), modificaciones en las proteinas de la zona pelucida y la inactivacion de los
receptores espermaticos, bloqueando asi la penetracion de mas de un espermatozoide
(Schmell y cols., 1983; Hoodbhoy y Talbot, 1994; Yanagimachi, 1994). Sin embargo, la
reaccion de zona no es suficiente cuando los ovocitos se exponen a un numero de
espermatozoides superior al fisiologico. Efectivamente, se ha observado que ovocitos
madurados in vivo y fecundados in vitro pueden alcanzar niveles de hasta un 100% de

polispermia (Prather y Day, 1998).

2.3.2. Prevencion de la polispermia in vitro

El ambiente en el que se encuentran los ovocitos durante la fecundacion in vitro es
muy diferente del existente en el oviducto. In vivo, tanto las células del camulus y la
matrix intercelular que se encuentran presentes al principio de la estancia del ovocito en
el oviducto como el volumen de fluido oviductal y el numero de espermatozoides son
muy diferentes a las condiciones in vitro. Ademas, el tipo de espermatozoide utilizado, el
medio de cocultivo y la adicién de diferentes componentes durante el cocultivo pueden
influir marcadamente sobre los niveles de polispermia y por tanto de desarrollo

embrionario.
2.3.2.1. Respuesta de los ovocitos in vitro
Se ha sugerido que el retraso en la exocitosis de los granulos corticales puede ser

una de las principales causas de polispermia bajo condiciones in vitro (Sathananthan y
Trounson, 1982; Cran y Cheng, 1986; Kim y cols., 1996; Wang y cols., 1997a). Sin



embargo, bajo las condiciones de cultivo de Abeydeera y Day (1998a), la migracion de
los granulos corticales hacia la membrana plasmatica durante la maduracién es similar en
ovocitos madurados in vivo e in vitro. Induciendo la exocitosis de los granulos corticales
con calcio ion6foro, Wang y cols. (1998a) encontraron que el 60-70% de la exocitosis de
los granulos corticales era suficiente para inducir la reaccion de zona. Se ha demostrado
que a las 6 horas de la fecundacion in vitro se ha producido la liberacion del 80% de los
granulos corticales, tanto en ovocitos monospérmicos como en los polispérmicos (Wang y
cols., 1997b). Aunque la exocitosis de los granulos corticales de los ovocitos madurados
in vitro ocurre poco después de la activacion del ovocito, la reaccion de zona no se
produce hasta 30-40 minutos después de la exocitosis de dichos granulos (Wang y cols.,
1999b). Ya que in vitro existe una elevada concentracion de espermatozoides durante el
cocultivo, los espermatozoides pueden seguir penetrando en el interior del ovocito antes
de que este establezca una completa reaccion zona. Por lo tanto, la razén de la
penetracion espermadtica simultanea puede ser debida a la elevada concentracion de
espermatozoides utilizada en la fecundacion in vitro, lo cual también se observa in vivo
cuando un numero elevado de espermatozoides es depositado en el oviducto (Hunter,
1991). No obstante, se ha conseguido disminuir la fecundacién polispérmica incubando
ovocitos madurados in vitro con células oviductales (Kano y cols., 1994) o con fluido
oviductal (Kim y cols., 1996) antes de la fecundacion in vitro. Esto sugiere que algun
componente del ovocito se modifica en presencia de las secreciones oviductales y puede

aumentar la reaccion de las enzimas.

2.3.2.2. Efecto de diferentes condiciones de cocultivo sobre la polispermia

2.3.2.2.1. Fuente y preparacion de espermatozoides

Hasta hace poco tiempo, los espermatozoides obtenidos a partir de la fraccion rica
de los eyaculados, frescos o refrigerados durante 24-48 horas, constituian la principal
fuente de espermatozoides en la mayoria de los sistemas de fecundacion in vitro de
ovocitos porcinos madurados in vivo (Yoshida, 1987, 1989) o in vitro (Yoshida y cols.,
1990; Zheng y Sirad, 1992; Funahashi y Day, 1993b; Rath y cols., 1995; Mattioli y cols.,



1988b; Naito y cols., 1988). Sin embargo, el uso de semen fresco lleva consigo una gran
variacion de resultados, en términos de penetracion espermatica y/o polispermia, entre
laboratorios e incluso dentro de un mismo laboratorio, debido a las diferencias en la
capacidad fecundante de los espermatozoides de diferentes verracos (Martinez y cols.,
1993, 1998; Matas y cols., 1996) e incluso entre los eyaculados de un mismo verraco
(Berger y Horton, 1988). El uso repetido de muestras espermaticas con las mismas
caracteristicas supone una gran ventaja en los sistemas de fecundacion in vitro,
pudiéndose ésto conseguir mediante la utilizacion de semen criopreservado. La
utilizacion de semen criopreservado posibilita el estudio de otros factores que pueden

influir en los resultados de polispermia y de desarrollo embrionario.

Los primeros intentos de fecundacién in vitro con espermatozoides congelados-
descongelados, utilizando el mismo método de capacitacion que Cheng en 1986,
mostraron una reduccion de la motilidad espermatica (Clarke y Johnson, 1987; Nagai y
cols., 1988b) y una pérdida total de la capacidad fecundante de los espermatozoides tanto
cuando se utilizaban ovocitos madurados in vivo como in vitro (Nagai y cols., 1988b).
Los resultados de Wang y cols., (1991) indicaron que los espermatozoides congelados-
descongelados podian penetrar ovocitos madurados in vitro, cuando éstos no se
preincubaban tras la descongelacion. Efectivamente, Zheng y cols. (1992), para evitar la
rapida pérdida de la motilidad de los espermatozoides tras su descongelacion, utilizaron
una poblacion de espermatozoides motiles seleccionada inmediatamente después del
lavado por centrifugacion y obtuvieron porcentajes de penetracion con semen congelado-
descongelado similares a los del semen fresco, siendo el porcentaje de polispermia menor
y el de formaciéon de PNM mayor que aquellos ovocitos penetrados por espermatozoides
frescos. En 1997, Abeydeera y Day (1997b) se obtiene por primera vez embriones en
estadio de blastocisto tras la FIV de ovocitos madurados in vitro con espermatozoides
criopreservados, siendo el porcentaje de blastocistos superior al obtenido hasta ese

momento con semen fresco.

2.3.2.2.2. Efecto de las células del camulus durante el cocultivo

Se sabe que las células del cumulus producen un efecto positivo sobre Ia

capacitacion y reaccion acrosémica de los espermatozoides (Gwatkin y cols., 1972;



Yanagimachi, 1988) y en el medio de cocultivo podrian ejercer su efecto reduciendo los
choques espermatozoides-ovocito (Barros y Yanagimachi, 1972) y mejorando la
viabilidad de los ovocitos en el cultivo (Yang y Yanagimachi, 1989; Sato y cols., 1990).
Sin embargo, el efecto de la presencia de las células del cumulus sobre los resultados de
la FIV varia entre las especies. Por ejemplo, en el conejo y en el hamster, la eliminacion
de las células del cimulus antes de la FIV no afecta el porcentaje de ovocitos penetrados
in vitro (Chang y cols., 1971; Fraser y cols., 1971; Miyamoto y Chang, 1972), mientras
que en el ratéon dicho porcentaje disminuye (Cross y Brinster, 1970; Miyamoto y Chang,
1972). En porcino, el efecto de las células del cimulus ha sido objeto de diferentes
estudios, con resultados contradictorios (Tablas 3 y 4), aunque parece que cuando se
eliminan las células del cimulus antes de la FIV se obtienen menores porcentajes de

penetracion y una mayor proporcion de ovocitos monospérmicos.

Tabla 3: Efecto de la presencia (+) o ausencia (-) de las células del camulus durante la
FIV sobre los pardmetros de fecundacion.

Parametros de fecundacion

Maduraci6 Ce&:llas
n camulus Penetrados Polispérmicos Espermatozoide
(%) (%) s/ovocito
Coyy + 69’1 39°02 1’52
cols., In Vivo
(1993a) - 53’7 60’55 2°33

Niwa, In Vitro + 82 84 4’5



(1993)

- 56 66 2’5
Wang y + 100 100 9°9
cols., In Vitro
(1994) - 84 54 22
+ 98 96 4
Kagly9;(7)ls., In Vitro
) i 96 69 3°1

2.3.2.2.3. Medios de cocultivo

En general los medios de FIV de ovocitos porcinos han sido TCM-199 (Yoshida y
cols., 1990; Funahashi y cols., 1994a; Nagai y Moor, 1990), el medio Brackett y Oliphant
(BO) (Wang y cols., 1995c; Kikuchi y cols.,, 1993) o la soluciéon Krebs-Ringer
bicarbonato modificado (Naito y cols., 1988). Sin embargo, estos medios necesitan la
adicion de FCS para obtener unos resultados aceptables de penetracion. Recientemente,
se ha desarrollado un medio de FIV quimicamente semidefinido, sin bicarbonato,
designado como medio Tris-buffered modificado (TBMm: Abeydera y cols., 1997a). Con
este medio es posible disminuir la variabilidad de resultados obtenida entre los distintos

laboratorios.

Tabla 4: [Efecto de la concentracion de espermatozoides epididimales
criopreservados/descongelados, en la fecundaciéon in vitro de ovocitos con células del
cumulus intactas (+) y de ovocitos denudados (-) (Nagai y cols., 1998).

Parametros de fecundacion

Espermatozoides  Cé¢lulas del

/ml cumulus Penetrados Polispérmicos  Espermatozoide
(%) (%) s/ ovocito
- 28’8 28’57 1’33
5x 10°*
+ 26’8 21°05 1’19

1x10° - 20’8 6’66 1’04



+ 45’6 33°33 1’33

105 - 72’5 36’2 1’67
X + 87’1 8378 3’47
L 100 - 95°4 80°64 3’47

i + 98’7 93’59 1’33

Tres son los componentes principales de los medios de FIV en relacion a los

parametros de fecundacion: el calcio, la BSA y la cafeina.

Es sabido que el calcio extracelular es necesario en la fecundacion de mamiferos
(Iwamatsy y Chang, 1971), para que se produzca la capacitacion y la exocitosis
acrosomal de los espermatozoides (Fraser, 1995), ademas de activar la funcion de las
enzimas de los granulos corticales (Cran y Cheng, 1986). Segiin Mori y cols. (1996), la
suplementacion con 1’125 y 2°5 mM de Cl,Ca del medio BO durante la FIV de ovocitos
porcinos no influye en el porcentaje de penetracion, aunque con la concentracion de
calcio mas elevada se incrementa significativamente el porcentaje de ovocitos
polispérmicos. Asimismo, Abeydeera y Day, (1997a) mostraron un incremento
significativo en los porcentajes de penetracion, polispermia y en el nimero de
espermatozoides por ovocito penetrado conforme se aumenta la concentracion de Cl,Ca
en el medio de FIV (TBMm) de 2°5 mM a 10 mM, observando los mayores porcentajes
de penetracion con las concentraciones de 7°5 mM (87%) y 10 mM (92%), aunque,
desafortunadamente, los porcentajes de ovocitos polispérmicos también se incrementaron

(62% y 84%, respectivamente).

La concentracion de BSA y cafeina en el medio de fecundacion también pueden
modular los pardmetros de fecundacion. La suplementacion del medio de fecundacion con
BSA aumenta el nimero medio de espermatozoides por ovocito penetrado (Abeydeera y
Day, 1997a) por lo que puede estimular la capacitacion de los espermatozoides. En
cuanto a la cafeina, se sabe que aumenta y prolonga la motilidad de espermatozoides de

toro y verraco (Garbers y cols., 1971, 1973) y que su presencia en el medio de



fecundacion durante la FIV de ovocitos bovinos (Niwa y Ohgoda, 1988) y porcinos
(Wang y cols, 1991; Abeydeera y Day, 1997a) con semen descongelado incrementa la
polispermia y el nimero de espermatozoides por ovocito penetrado, dependiendo de la

concentracion de cafeina utilizada.

2.3.2.2.4. Efecto del volumen de medio, de la concentracion de espermatozoides y del

numero de ovocitos durante el cocultivo

Otro factor que puede influenciar los resultados de la FIV es el volumen del medio
de coincubacion, al afectar al nimero de espermatozoides presentes en el cocultivo. De
hecho, se ha comprobado que el volumen de cocultivo influye sobre los porcentajes de

penetracion y monospermia de ovocitos de rata (Niwa y Chang, 1974).

En los sistemas de FIV en la especie porcina, diferentes volimenes de medio de
cocultivo han sido usados entre los distintos laboratorios, 2 ml, 0’4 ml, 0’1 ml e incluso
hasta Sml (Laurincik y cols., 1994), obteniendo resultados variables, como se muestra en
las tablas 5 y 6. Sin embargo, poco se ha estudiado sobre su efecto en los parametros de
fecundacion. Coy y cols., (1993a) estudiaron la influencia de dos volimenes de cocultivo
(2 y 0’4 ml) en la fecundacion in vitro de ovocitos porcinos madurados in vivo, y aunque
no obtuvieron diferencias significativas en los parametros de fecundacion, observaron que
el volumen de coincubacion de gametos parecia afectar a la monospermia obteniendo
mejores resultados con el bajo volumen, (37°8% y 43°5% para los volimenes de 2 y 0’4

ml respectivamente).



Tabla 5: Efecto del volumen de medio, de la concentracion de espermatozoides y del
niamero de ovocitos madurados in vivo durante el cocultivo usados por distintos

investigadores.
Parametros de Fecundacion
VM Fuente Esperm/ Esperm/
NOOC (ml) esperm ml ovo Penetrados Polispérmicos
(%) (%)
Cheng y
cols., 1520 2 Fresco 10°-10°  10.000 89 35-48
(1986)
Yoshida 6
10-15 0’2 Fresco 2x10 40.000 95 25-100
(1987)
Nagai y
cols., 10-15 0’4 Criopr 24x10°  960.000 79 57
(1988b)
Yoshida 5
10-15 0’2  Fresco  4x10 8.000 55 <21
(1989)
Coy y cols., 3x10°  60.000 55’3 31°91
(1993b) 10-15 2 Fresco 6x10°  120.000 71°6 3773
12x10°  240.000 76’8 5714

NOOC: N° de ovocitos por placa de cocultivo; VM:Volumen de medio de cocultivo;
Fuente esperm: Fuente de espermatozoides utilizada; Esperm/ml: Espermatozoides por
mililitro; Esperm/ovo: N° medio de espermatozoides por ovocito.

Tabla 6: Efecto del volumen de medio, de la concentracion de espermatozoides y del
numero de ovocitos madurados in vitro durante el cocultivo usados por distintos

investigadores.



NOOC: N° de ovocitos por placa de cocultivo; VM:Volumen de medio de cocultivo;
Fuente esperm: Fuente de espermatozoides utilizada; Esperm/ml: Espermatozoides por

Parametros de

NOOC VM Fuente  Esperm/ Esperm/ Fecundacion
(m) esperm ml ovo Penetrado  Polispérmicos
s (%) (%)

Mattioli y s
cols,(1989) 10719 2 Fresco 10 20.000 78 53
Hamano y , s
cols., (1989) 10 0’1 Fresco  5x10 5.000 75 43
Yoshida y s
cols., (1990) 40-45 2 Fresco 5x10 25.000 85 63
Rath (1992) 5 0°04  Fresco  25x10* 2.000 54’2 12°5
Funahashi 'y , 6
cols. (1994a) 10 0’1 Fresco 10 10.000 81 77
Kano y cols., 10° 10.000 95 93
(1994) 20-30 2 Fresco 10° 100.000 100 99
Kim y cols., , s
(1997) 10 0’1 Fresco 5x10 5.000 87 69
Abeydeera 10° 300 39’9 1672
D 4 (199%) 30-40 0’1 Criopr 5x10° 1.600 83’5 572

> 10° 3.300 86°9 64°4
Wang y cols. , . s
(1998) 5-6 0’1 Criopr 5x10 10.000 97 65
Abeydeera y , . s ’
cols. (1998d) 35 0’1 Criopr 5x10 1.400 81 42°8
Kikuchi y , . 6 ) ,
cols., (1999) 10 0’1 Criopr 10 10.000 43°57 39°34
Funahashi y 50 0’1 Fresco 10° 2.000 927 47

cols., (1999)

mililitro; Esperm/ovo: N° medio de espermatozoides por ovocito; Criopr:
Espermatozoides criopreservados-descongelados

Esperm/ml ( x10°)




Figura 1: Efecto sobre el porcentaje de polispermia de diferentes concentraciones de
espermatozoides/ml usadas por diferentes autores. 1) Rath, (1992); 2) Abeydeera y Day,
(1997b); 3) Kikuchi y cols., (1999); 4) Abeydeera y cols., (1998d); 5) Hamano y cols.,
(1989); 6) Funahashi y cols., (1999); 7) Mattioli y cols., (1989); 8) Yoshida y cols.,
(1990); 9) Wang y cols., (1998b); 10) Funahashi y cols., (1994a).

Por otro lado, la incidencia y el grado de polispermia es una indicacion del
numero de espermatozoides capacitados en la inmediata vencinidad de los ovocitos
ovulados y fecundados in vivo (Hunter y Nichol, 1988), o in vitro (Abeydeera y cols.,
1997).

En contraste con las condiciones in vivo, un elevado nimero de espermatozoides
estd presente en el lugar de la fecundacién y por tanto la probabilidad de penetraciones
polispérmicas aumenta considerablemente (Hunter y Leglise, 1971). En 1973, Hunter,
encontr6 mas de 200 espermatozoides en la zona peliucida de los ovocitos tras la
fecundacion in vitro, mientras que menos de 25 espermatozoides fueron encontrados tras
la fecundacion in vivo. Pese a la transcendencia de utilizar un nimero adecuado de
espermatozoides durante el cocultivo, la mayoria de las investigaciones tan solo reflejan
la concentracion espermatica utilizada, independientemente del volumen de medio

empleado y del nimero de ovocitos en el cocultivo. Bajo estas condiciones, es dificil



establecer comparaciones entre los resultados obtenidos en los distintos laboratorios
(Tablas 5y 6, Figura 1).

2.3.2.2.5. Efecto de la duracion de cocultivo

Durante la fecundacion in vivo, los espermatozoides de cerdo pueden alcanzar y
penetrar la zona pelucida de los ovocitos a las 2 horas de la inseminacion artificial y
pueden entrar al ooplasma 3 horas mas tarde (Hunter y Dziuk, 1968). Durante la FIV, la
penetracion espermatica ocurre a las 3-4 horas postinseminacién con espermatozoides

procedentes del eyaculado fresco (Kikuchi y cols., 1995; Martinez y cols., 1996).

Los tiempos de cocultivo utilizados en los diferentes laboratorios han variado
entre 6 horas (Cheng y cols., 1986; Mattioli y cols., 1989; Yoshida, 1989) y 24 horas
(Nagai y Moor, 1990). Cheng y cols., (1986) demostraron que los ovocitos expuestos a
espermatozoides durante mas de 8 horas sufrian un aumento significativo de
penetraciones polispérmicas. También Mattioli y cols., (1989), eliminando los
espermatozoides adheridos a la zona pelicida mecanicamente por sucesivos pipeteados
tras 6-8 horas de cocultivo redujeron la incidencia de polispermia. Segun Vazquez (1991)
el porcentaje de espermatozoides capacitados que sufre la verdadera reaccion acrosdémica
tras 2, 4 6 6 horas de coincubacidén permanece constante con valores de 16-19%, lo cual
implica que a mayor tiempo de coincubaciéon aumenta la posibilidad de contactos

efectivos entre los espermatozoides y ovocitos aumentando el riesgo de polispermia.

Con semen congelado, aunque la motilidad se reduce tras la criopreservacion, la
penetracion in vitro comienza igual que in vivo; a las 3 horas postinseminacion un 31%
de los ovocitos son penetrados, alcanzando la maxima penetracion (81%) a las 6 horas de
la FIV, con un 39% de ovocitos polispérmicos. Sin embargo, si se aumenta el periodo de
cocultivo a 9 6 12 horas, no se incrementan los porcentajes de penetracion, pero si la

polispermia (Abeydeera y Day, 1997b).

2.3.2.2.6. Preincubacion de los espermatozoides con células oviductales



Las condiciones del utero y del oviducto de cerdas en celo son las mas favorables
para producir los cambios requeridos por los espermatozoides antes de su penetracion en

el interior de los ovocitos (Hunter, 1990).

La interaccion entre los espermatozoides porcinos y/o los ovocitos madurados in
vitro con las células oviductales antes y durante la FIV ha sido estudiado por Nagai y
Moor, (1990). Estos autores muestran que las macromoléculas secretadas por el oviducto
pueden reducir la incidencia de la polispermia interactuando con los espermatozoides mas
que con los ovocitos. Cuando los espermatozoides fueron preincubados durante 2’5 horas
con células oviductales, el porcentaje de polispermia fue reducido a un 58% sin reducir el
porcentaje de penetracion (84%). Mas tarde, Kano y cols., (1994), cocultivando en un
medio condicionado con secreciones de células epiteliales oviductales, consiguieron
reducir el nimero de espermatozoides por ovocito penetrado e incrementaron la
incidencia de ovocitos monospérmicos, lo cual podria indicar que diferentes factores
solubles secretados al medio de cultivo por las células epiteliales oviductales podrian ser
los responsables de modificar mediante alglin mecanismo a los ovocitos y/o
espermatozoides y disminuir las fecundaciones polispérmicas y el numero de

espermatozoides por ovocito penetrado.

Se ha comprobado que las células oviductales tienen un efecto importante en la
maduracion de los espermatozoides, dando como resultado, su utilizacion in vitro, una
reducida incidencia de polispermia y un incremento en la formacion de prontcleo

masculino sin disminuir el porcentaje de ovocitos penetrados (Dubuk y Sirard, 1995).

La incidencia de la polispermia también se puede disminuir afiadiendo al medio de

cocultivo fluido oviductal obtenido durante el estro (Kim y cols., 1997).

2.3.2.2.7. Preincubacion de los espermatozoides con fluido folicular porcino



Los estudios de Funahashi y Day (1993c¢) indican que cuando los espermatozoides
se preincuban durante 1’5 horas en el medio de fecundacion (TCM-199 con 0°4% BSA)
suplementado con 0’1% de FFp, se aumenta significativamente la incidencia de
monospermia (64% frente al 23% del grupo control). Al aumentar la concentracion de
FFp a un 1%, sobre un 78% de ovocitos penetrados el 68% fueron monospérmicos. Sin
embargo, el incremento de la concentracion de FFp hasta el 10% resulté en un 87% de
ovocitos penetrados monospérmicamente pero acompafiado de una marcada reducciéon de
la penetracion (37%). Estos autores indicaron que la menor incidencia de polispermia era
debida a una interaccion entre el FFp y los espermatozoides, sugiriendo que la induccion
de la reaccion acrosomica por el FFp resultaba en una reducciéon del ntimero de

espermatozoides capaces de unirse a la zona pelucida.

2.3.2.2.8. Adicioén al medio de cocultivo de otras sustancias

La unién de las glicoproteinas ligantes derivadas del fluido seminal (Mo y cols.,
1991) y la proacrosina en el acrosoma del espermatozoide de verraco (Jones y Brown,
1987) con las glicoproteinas de la zona pelticida se puede inhibir con la presencia de
polimeros sulfatados, tales como el sulfato dextrano, el fucoidan, el polivinilsulfato y la
heparina (Jones, 1991; Parry y cols., 1992). Mdas atn, los proteoglicanos sulfatados
oviductales y foliculares en preincubacion y/o en medio de fecundacién, estimulan el
porcentaje de espermatozoides capacitados y con reaccion acrosdmica, compiten con los
receptores del espermatozoide para unirse a los ligantes de la zona pelucida, y
consecuentemente reducen el numero de espermatozoides capacitados atancando la
superficie de los ovocitos porcinos. Asimismo, la suplementacion del medio de
fecundacion la secuencia de péptidos sintéticos RGD (Arg-Gly-Asp) conteniendo
oligopéptidos (Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro: GRGDSP), reduce la incidencia de polispermia
sin reducir los porcentajes de fecundacion (Yoshida y cols., 1993b). Varias fibronectinas
derivadas de la secuencia RGD contienen péptidos que compiten con las interacciones
espermatozoide-ovocito (Bronson y Fusi, 1990), por lo que pueden regular el numero de
espermatozoides capaces de unirse a los ovocitos. Sin embargo, la adicién de estas
sustancias no ha tenido mucho éxito en los sistemas de FIV porcinos por lo que

actualmente no se utilizan.



2.4. Cultivo de embriones in vitro

El medio ambiente Optimo para el cultivo de los embriones porcinos es el propio
tracto reproductivo de la cerda. Sin embargo, los embriones de cerdo pueden ser
cultivados en tractos reproductivos de otras especies, como la oveja (Prather y cols.,
1991) en cuyo oviducto los embriones en estadios tempranos pueden desarrollarse hasta
el estadio blastocisto. Los primeros intentos de cultivar embriones porcinos in vitro
fueron desalentadores al comprobar la existencia de un bloqueo en el estadio de 4 células.
Este estadio es el mas sensible y dificil de sobrepasar bajo condiciones in vitro. Sin
embargo, en la ultima década se han formulado diferentes medios (Tabla 7) que permiten
el desarrollo embrionario in vitro desde el estadio de 1-2 células hasta el estadio de
blastocisto, tanto de embriones producidos in vivo como de embriones producidos a partir

de ovocitos madurados y fecundados in vitro (revisado por Petters y Wells, 1993).

La adicién de aminodcidos como la glutamina, la cual supone una fuente de
energia, la taurina o la hipotaurina (Petter y Reed, 1991; Reed y cols., 1992) o el sorbitol
como sustituto de éstas (NCSU-37; Petters y Wells, 1993) ha mejorado sustancialmente el
desarrollo in vitro de embriones porcinos. También es conocida la importancia de la
adicion de BSA a los medios de cultivo, como suplemento de proteina, para la produccion
de embriones in vitro (Wright, 1977; Menino y Wright, 1982; Youngs y McGinnis, 1990;
Beckmann y cols., 1990; Bavister, 1995).

Sin embargo, la eficiencia en el desarrollo embrionario in vitro es aiin muy baja,
incluso con métodos mejorados que promueven la formacion pronuclear y la penetracion
monospérmica (Funahashi y cols., 1994a,c). Efectivamente, se ha comprobado que los
embriones producidos in vitro y transferidos, 6 horas después de la FIV, a oviductos de
recipientes para su cultivo durante 5 dias, presentan un mayor numero de nucleos en su
masa celular interna (méas de 100 nucleos) (Funahashi y cols., 1994c) que cuando los
embriones fueron cultivados in vitro durante dicho periodo (Wang y cols., 1997d;
Funahashi y cols., 1994c; Wang y cols., 1999a). Recientemente se intenta mejorar las
condiciones de cultivo in vitro mediante la adicion de diferentes sustancias y mediante la

sustitucion de unos medios por otros durante el cultivo. Asi, se ha comprobado que



reemplazar BSA por FCS en el medio BECM-3 el dia 5 de cultivo (Dobrinsky y cols.,
1996) o transferir embriones procedentes del medio CZB al medio esencial minimo de
Eagle modificado, conteniendo un 20% FCS (Pollard y cols., 1995), mejora la incidencia

de blastocistos eclosionados e incrementa su numero de células.

Tabla7: Medios usados para el cultivo in vitro de embriones porcinos

MEDIOS AUTORES
Whitten’s' Whitten y Biggers (1968)
BMOC-2* Brinster (1969)
MKRB® Davis y Day (1978)
NCSU-6* Petters y cols., (1990)
CZB’ Chatot y cols., (1989); Misener y cols., (1991)
TLH® Hagen y cols., (1991)
NCSU-37 Petters (1992)
NCSU-23 Petters y Reed (1991); Petters (1992)
ISU’ Youngs y cols., (1993)
BECM-3* Dobrinsky y cols., (1996)

' Modificado posteriormente por Wright, (1977); Beckmann y Day (1993); French y
cols.,(1993); Youngs y Mcginnis (1990); Youngs y cols., (1993). *: Brinster Modified
Oocyte Culture Medium *: Krebs Ringer Bicarbonate. *: North Carolina State University.
3. Chalot-Ziomek-Bavister. ® Tyrode’s Hepes. ': Towa State University. ®: Beltsville
Embryo Culture Medium.

2.4.1. Progresos en el desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto

Aunque, como queda reflejado en esta revision, son muchos los trabajos
encaminados a mejorar los sistemas de MIV y FIV con la finalidad de obtener un

porcentaje aceptable de penetracién y monospermia, actualmente el control mas fiable



para detectar la influencia de los diferentes tratamientos utilizados es determinar el
porcentaje de blastocistos obtenidos tras 6 dias de cultivo in vitro. En las tablas 8 y 9 se
refleja la situacion actual de los diferentes sistemas de MIV/FIV/CIV en cuanto a la

produccion de blastocistos.

Como se puede observar, se ha conseguido aumentar la incidencia del desarrollo
de embriones procedentes de ovocitos madurados y fecundados in vitro hasta el estadio
de blastocisto, cultivando en fluido amnidtico de embriones de pollo (Ocampo y cols.,
1994) y cocultivando con células del cumulus porcinas (Nagai y Takahashi, 1992),
células trofoblasticas (Nagai y Takahashi, 1992) o agregados de células epiteliales
oviductales (Choi y cols., 1995). La division de los embriones también ha sido
incrementada adicionando glicina y células oviductales en el medio durante el desarrollo

temprano de los embriones (Xia y cols., 1995).

Tabla 8 Avances en la formacion de blastocistos de embriones madurados y fecundados
in vitro. Sistemas de co-cultivo y sistemas in vivo.

% Blastocistos Modificaciones
Nagai y Takahashi 10 Cocultivo de embriones MIV-FIV con
(1992) células del cimulus en medio BMOCII m
Ocampo y cols., 26 Cultivo de embriones MIV-FIV con fluido
(1994) amniotico en embriones de pollo
Abeydeera y cols., )

36 Cocultivo de COC con FSP durante la MIV

(1998a)
Choi y cols., 1 Cocultivo de embriones con agregados de
(1995) células oviductales epiteliales

COC: complejos camulus-ovocito; FSP: células de la granulosa y de la teca

Tabla 9: Avances en la formacion de blastocisto de embriones madurados y fecundados in
vitro. Sistemas simples de cultivo.

%
Blastocistos

Modificaciones

Grupen y cols., 1 Control



%

Blastocistos Modificaciones

(1995) 12 Suplementacion del medio de MIV con 500uM
cisteamina

Funahashi y 9 Control

cols., (1997a) 3 Preincubacion en medio de maduracion 12 horas
sin gonadotropinas

Funahashi y 9 Control

cols ., (1997b) 2 cAMP+gonadotropinas las primeras 20 horas de
maduracion

Funahashi y 22 Control

cols., 34 dbcAMP + gonadotropinas durante las primeras

(1997¢c, 1999) 20 horas y TIMP-1 las ultimas 20 horas de MIV

Xia y cols., 2 Control

(1994) 1 25 ng de IGF-I, tambien glicina y células
oviductales.

Funahashi y 4 Control

cols., (19962) 2 Suplementando el medio de MIV con 6smoles
organicos

Abeydeera y 26 Control

cols., (1998b) 34 MIV con 12°5uM B -Mercaptoetanol

41 MIV con 25uM 3 -Mercaptoetanol
Abeydeera y 21 Control
cols., (1995¢) 33 MIV en NCSU-23 + 10% FFp con 1 ng/ml EGF
42 MIV en NCSU-23 + 10% FFp con 10 ng/ml EGF
Abeydeera y 22 Control
cols., (1999) + MIV en TCM-199 + 0°1% PVA con 10 ng/ml

EGF

Por otra parte, la capacidad de desarrollo de embriones procedentes de ovocitos
madurados y fecundados in vitro en un medio simple hasta el estadio de blastocisto ha ido

mejorando por modificaciones en el medio de maduracion, tales como la reduccion de la



concentracion de cloruro de sodio (Funahashi y cols., 1994b), o la suplementacion del
medio de maduracion con cisteamina (Grupen y cols., 1995) u osmolitos organicos
(Funahashi y cols., 1996), factores de crecimiento (Abeydeera y cols.,1998c; 1999; Xia y
cols., 1994), aumentando el GSH con B-Mercaptoetanol (Abeydeera y cols., 1998b), asi
como por las modificaciones destinadas a sincronizar meioticamente los ovocitos puestos
a cultivar, con la adicion de dbcAMP (Funahashi y cols., 1997bc), o con la presencia de
Tissui inhibitor of Matrix Metalloproteinase-1 (TIMP-1) las tltimas 20 horas de MIV
(Funahashi y cols., 1997c; 1999) y con preincubaciéon en medio sin gonadotropinas
(Funahashi y cols., 1997a). Mas atn, la adicion de IGF-I, el cual esté presente en el fluido
oviductal porcino (Wiseman y cols., 1992), al medio de maduracion y de cultivo de
embriones aumenta el porcentaje de embriones divididos y de blastocistos tras la
maduracion y fecundacion in vitro (Xia y cols., 1994; 1995), y tiene un efecto estimulante
en el metabolismo y la proliferacion celular de los blastocistos porcinos (Lewis y cols.,
1992).

Pese a todos estos avances, la elevada incidencia de penetracion polispérmica y las
deficiencias sefialadas en el desarrollo embrionario in vitro todavia persisten en la
actualidad, lo que motiva la aplicacion limitada de estos sistemas para otras

biotecnologias.



Material y Metodos



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material

3.1.1. Material animal

Los ovocitos utilizados para la realizacion del presente trabajo se obtuvieron a
partir de ovarios de cerdas prepuberales sacrificadas en un matadero industrial, con un
peso comprendido entre 90 y 100 Kg. El criterio de seleccion de los ovarios se basé en la
presencia de foliculos antrales de 3 a 6 mm de didmetro, siendo rechazados aquellos que

presentaban cuerpos liteos o algln tipo de alteracion morfologica macroscopica.

Se utilizdé semen criopreservado a partir de los eyaculados obtenidos de dos
verracos hibridos, de fertilidad conocida, seleccionados previamente en base a la
capacidad fecundante de sus espermatozoides y posterior desarrollo embrionario in vitro

hasta el estadio de blastocisto.

3.1.2. Reactivos quimicos v suplementos

Todos los medios, suplementos y hormonas utilizados en este trabajo fueron de la
marca Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO. USA; Alcobendas, M. Espana), excepto el
medio M199 (Gibco, Grand Island, NY. USA), el medio PBS de Dulbecco (PBSD; Gibco
BRL), el aceite mineral (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA. USA) y el Tris (Fisher).

3.1.3. Condiciones de cultivo

Todos los cultivos se desarrollaron bajo una atmdsfera controlada de temperatura,

humedad y CO; en aire en un incubador de CO, BB-16 de Hearaeus Instruments.

3.1.4. Medios utilizados




Los medios de cultivo fueron preparados con agua bidestilada y purificada
(Elgastat UHQ ps, Elga). Los medios se esterilizaron en un ambiente controlado (camara
de flujo laminar horizontal, BH-100 de Telstar) con filtros de membrana de didmetro de
poro de 0°22 um (Sterivex GP, Millipore) mediante la ayuda de un equipo de filtracion
Steritop (Millipore). El pH (pH Crison 2000) y la osmolaridad (Microosmémetro Model
2-MO plus; Advanced Instruments Inc., USA) de cada medio fueron controlados en todos

y cada uno de los ensayos realizados en las diferentes experiencias.

3.1.4.1. Medio de transporte y lavado de ovarios (MT)

El medio utilizado para el transporte de los ovarios desde el matadero hasta el
laboratorio fue una solucion salina (0°9% CINa) suplementada con penicilina G potésica

(75ng/ml) y sulfato de estreptomicina (50 pg/ml).

3.1.4.2. Medio de lavado de ovocitos (MLO)

Para la recoleccion, lavado y manipulacion de los ovocitos ha sido utilizada la
solucion TALP-HEPES-PVA (Bavister, 1989), cuya composicion se indica en la tabla 10.
El pH del medio se ajustoé a 7°4 y después de la esterilizacion y distribucion en frascos de

500 ml, el medio se conservo a 5°C durante un tiempo maximo de 15 dias.



Tabla 10: Composicion del medio TALP-HEPES-PV A (Bavister, 1989)

Componentes Concentracion
CINa (mM) 114
CIK (mM) 3’20
COs;HNa (mM) 2
PO,HNa (mM) 0’34
Lactato de sodio (mM) 10
CIMg-6H,0 (mM) 0’50
Cl,Ca-2H,0 (mM) 2
Sorbitol (mM) 12
HEPES (mM) 10
Piruvato de sodio (mM) 0’20
Gentamicina (pg/ml) 25
Penicilina G potasica (ug/ml) 65
PVA* (g/l) 0’10

*Polivinil-alcohol

3.1.4.3. Medio de maduracion in vitro (MM)

El medio utilizado para la maduracion in vitro de los ovocitos fue el medio TCM-
199 con sales de Earle y con 2°20 g/l de CO;HNa, modificado como se indica en la tabla
11 (TCM-199m: Abeydeera y cols., 1998d, 1999). Una vez preparado se procedio a su
filtracion, conservandose en refrigeracion a 5°C hasta el momento de su uso, durante un

tiempo maximo de 15 dias.
En el momento de su utilizacion, el TCM-199m fue suplementado como se

expone en la tabla 12, constituyendo el medio de maduracion in vitro (MM). Una vez

suplementado se esterilizo por filtracion y se deposito en las placas de cultivo.

Tabla 11: Modificacion del medio TCM-199 (Abeydeera y cols., 1999)



Componentes Concentracion

D-Glucosa (mM) 3°05
Piruvato de sodio (mM) 0’91
PVA* (%) 0’10

* Polivinil-alcohol

Tabla 12: Suplementacion del TCM-199m

Componentes Concentracion

L-Cisteina (mM) 0’57
LH (ng/ml) 0’50
FSH (pg/ml) 0°50
EGF* (ng/ml) 10

* Factor de crecimiento epidérmico

3.1.4.4. Medio de lavado de los espermatozoides (MLE)

El medio utilizado para el lavado de los espermatozoides fue PBSD, al que se le

afiadié penicilina G potasica (75ug/ml) y sulfato de estreptomicina (50pg/ml). Tras la

esterilizacion, el medio se conservo a 5°C durante un periodo méaximo de 15 dias.

En el momento de su utilizacion, se suplementd con 0°1% de BSA (Fraccion V),

se ajusto el pH a 7°2 y se esteriliz6 por filtracion.

3.1.4.5. Medio de fecundacion in vitro (MF)

El medio de fecundacion in vitro utilizado fue el Tris-Buffered modificado

(TBMm; Abeydeera y Day, 1997b), cuya composicion se indica en la tabla 13. Tras su

preparacion se esterilizo y se conservo a 5°C durante un tiempo maximo de 15 dias.

Tabla 13:Composicion del medio TBMm (Abeydeera y Day, 1997b)

Componentes

Concentracion (mM)

CINa

113’10



CIK 3

Cl,Ca-2H,0 7°50
Tris* 20
Glucosa 11
Piruvato de sodio 5

* Crystalized free base

En el momento de su utilizacion, se suplementé con 2mM de cafeina y 0°2% de
BSA (Fraccion V). Una vez suplementado se esterilizo por filtracion y se depositd en las

placas de cocultivo.

3.1.4.6. Medio de cultivo in vitro de embriones (MCE)

El medio utilizado para el CIV de los embriones fue el NCSU 23 (Petters y Wells,
1993) cuya composicion se indica en la tabla 14. Una vez preparado se ajusto el pH a 7’4,
se esterilizo y se distribuy6 en alicuotas de 50 ml, conservandose en refrigeracion a 5°C

por un tiempo maximo de 15 dias.

En el momento de su utilizaciéon, el medio se suplementd con 0°4% BSA

(Fraccion V), se esterilizo por filtracion y se depositd en las placas de cocultivo.

Tabla 14: Composicion del medio NCSU23 (Petters y Wells, 1993)

Componentes Concentracion

CINa (mM) 108’73




CIK (mM) 478

Cl,Ca-2H,0 (mM) 1’70
PO4H,K (mM) 1’19
SO4sMg-7H,0 (mM) 1’19
CO;3;HNa (mM) 25°07
Glucosa (mM) 5’55
L-Glutamina (mM) 1
Taurina (mM) 7
Hipotaurina (mM) 5
Penicilina G potésica (pug/ml) 75
Sulfato de estreptomicina (pg/ml) 50

3.2. Métodos

3.2.1. Criopreservacion de los espermatozoides

Para la realizacion de este trabajo se ha utilizado semen criopreservado mediante

dos procedimientos diferentes:
3.2.1.1. Criopreservacion en forma de pildoras (Método A)

El método seguido de criopreservacion espermatica en forma de pildoras fue el
descrito por Pursel y Johnson (1975) y Wang y cols., (1991) con algunas modificaciones.
La fraccion rica del eyaculado recogida por el método manual, se sometié a un primer
equilibrado de 60-90 minutos a temperatura ambiente (25°C), tras el cual, 5 ml de semen
se diluyeron 1:2 con diluyente Hulsenberg VIII (Tabla 15; Richter, 1975) en tubos de 15
ml, procediéndose, a continuacion, a su centrifugacion a 100 x g durante 3 minutos para
eliminar el plasma seminal. El sobrenadante se diluy6é de nuevo con el mismo medio 1:2'y
se centrifugd a 1900 x g durante 10 minutos. Tras descartar el sobrenadante, el pellet
resultante se resuspendié en diluyente BFS5 (Tabla 16; Pursel y Johnson, 1975), a
temperatura ambiente hasta obtener una concentraciéon de 5-10 x 10° espermatozoides/ml.

Las muestras resuspendidas se enfriaron en una vitrina térmica a 5°C, en tubos de cristal



introducidos en agua, durante 90 minutos. Posteriormente, las muestras se diluyeron 1:2
en BF5 conteniendo 2% de glicerol a 5°C y rapidamente se congelaron en pildoras de 0’1

ml en nieve carbonica, almacenandose a continuacion en nitrogeno liquido.

Tabla 15: Composicion del medio Hulsenberg VIII (Richter, 1975)

Componentes Concentracion
Glucosa (mM) 319
-Lactosa (mM) 7°30
Citrato trisédico dihidratado (mM) 15°30
EDTA* (sal disodica) (mM) 9°40
COs;HNa (mM) 14°28
CIK (mM) 5’40
Penicilina (pg/ml) 65
Gentamicina (pg/ml) 25

* Acido etiléndiamino tetra-acético

Tabla 16: Composicion del medio BF5 (Pursel y Johnson, 1975)

Componentes Concentraciéon
TES (mM) 52’36
Tris* (mM) 16’51
Glucosa (mM) 177°58
Orvus Es paste (Equex STM) (ml) 5
Yema de huevo fresca (ml) 200
CIK (mM) 5°40
Penicilina (pg/ml) 65
Gentamicina (pg/ml) 25

*Cristalized free base

En el momento de la descongelacion, la pildora se sumergié en un tubo con 10 ml

de MLE atemperado a 37°C. En cada descongelacion se utiliz6 solo una pildora.

3.2.1.2. Criopreservacion en forma de pajuelas (Método B)



El semen fue procesado para su congelaciéon por un procedimiento modificado
basado en el método originalmente descrito por Westendorf y cols., (1975), con las
modificaciones sefialadas por Maxwell y Johnson (1997), y adaptado para utilizar
pajuelas de 0’5 ml (Rodriguez, 1999).

La fraccion rica del eyaculado recogida por el método manual, se diluyo
inmediatamente 1:2 en diluyente BTS (Beltsville Thawing Solution; Pursel y Johnson,
1975) (Tabla 17) a la misma temperatura (30-35°C) y se equilibré durante 210 minutos en
una vitrina térmica a 17°C de temperatura. Posteriormente, las muestras espermaticas se
centrifugaron a 800 x g durante 10 minutos. Los pellets resultantes se diluyeron en
diluyente LEY (Lactosa-Yema; Westendorf y cols., 1975; Tabla 18) hasta alcanzar una
concentracion de 1°5 x 10° espermatozoides/ml. Una vez diluido el semen en este medio,
se procedid a su enfriamiento en la vitrina térmica hasta 5°C, en tubos de cristal
introducidos en agua, durante 90 minutos. Transcurrido este tiempo, se le afadid el
diluyente LEYGO (LEY-Glicerol-Orvus Es Paste; Westendorf y cols., 1975; Tabla 19)
hasta alcanzar una concentracion final de 1 x 10° espermatozoides/ml. Inmediatamente
después y dentro de la vitrina térmica a 5°C, las muestras seminales diluidas fueron
dispensadas manualmente en pajuelas de 0’5 ml y selladas mediante el empleo de una

selladora automatica.

La congelacion de las pajuelas se realizo en dos rampas de congelacion. En la
primera rampa, las pajuelas se sometieron al efecto de los vapores de nitrogeno liquido
utilizando una caja de poliespan. Las pajuelas se colocaron a unos 4 cm de la superficie
del nitrégeno liquido, de forma que la exposicion a los vapores fuera uniforme. Asi, se
consiguid una temperatura de —105°C en 20 minutos de exposicion. Tras este periodo de
tiempo, las pajuelas se sometieron a la segunda rampa de congelacion, para lo cual se
sumergieron por completo en el interior del nitrégeno liquido a —196°C, procediéndose,

por ultimo, a su almacenamiento en un tanque de nitrégeno liquido.

Tabla 17: Composicion del medio BTS (Beltsville Thawing Solution, Pursel
y Johnson, 1975)

Componentes Concentracion




Glucosa (mM) 205

Citrato sodico (mM) 20’39
CO;HNa (mM) 15°01
EDTA* (mM) 3’35
CIK (mM) 5’40
Kanamicina (mg/1) 50

*Acido etilendiamino tetra-acético

Tabla 18: Composicion del medio LEY (Westendorf'y cols., 1975)

Componentes Concentracion
B—Lactosa (mM) 310
Yema de huevo fresca (%) 20
Kanamicina (mg/1) 100

Tabla 19: Composicion del medio LEYGO (Westendorf'y cols., 1975)

Componentes Concentracion (%)
LEY 89°50
Orvus Es paste (Equex STM) 1’50
Glicerol 9

Cada descongelacion fue efectuada utilizando una pajuela, la cual fue sumergida
en agua en el interior de un bafio maria a 37°C, y agitada de forma suave y constante
durante 20 segundos. Pasado este tiempo, se procedi6 al secado completo de la pajuela y
a depositar su contenido en un tubo graduado de cristal. Sélo se utilizaron 0’1 ml de

semen descongelado que se diluyeron hasta 10 ml con MLE atemperado a 37°C.

3.2.2. Obtencion y maduracion in vitro de los ovocitos

Los ovarios de hembras prepuberales sacrificadas en matadero se transportaron al
laboratorio en MT a 25-30°C, empleando un tiempo maximo desde la obtencion de los
ovarios hasta la llegada al laboratorio de 1 hora. Se utilizaron al menos 50 ovarios para

cada replicado (Foto 1a).



En el laboratorio, los foliculos antrales de tamafio medio (3-6 mm de didmetro) se
aspiraron con una aguja de 18 g unida a una jeringuilla de 10 ml (Foto 1b). El liquido
folicular con los ovocitos se introdujo en tubos de 50 ml para proceder a su sedimentacion
durante 15 minutos (Foto 1b). Pasado este tiempo se elimind el sobrenadante y el
sedimento resultante compuesto por ovocitos y células foliculares se resuspendieron en
MLO a 25-30°C, trasladando el contenido del tubo a las placas de Petri en las cuales se
procedi6 a la identificacion y seleccion de los ovocitos inmaduros con la ayuda de un
estereomicroscopio (SMZ-2T Nikon) (Foto 1c). Los ovocitos rodeados al menos por dos
capas de células del cimulus y con ooplasma uniforme (Foto 1d,e) fueron lavados tres
veces en MM y depositados en placas multidish de 4 pocillos (Foto 2a) (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) para su maduraciéon in vitro (Foto 2b). Se han utilizado grupos de 40-50
ovocitos en microgotas de 500 ul de MM, previamente cubiertas con aceite mineral y
equilibradas durante 3 horas en el incubador bajo una atmdsfera del 5% de CO; en aire,
39°C de temperatura y 95-100% de humedad relativa. Los ovocitos fueron incubados
durante 40-48 horas a 39°C, 5% de CO, en aire y humedad a saturacion. El tiempo medio
de manipulacion de los ovocitos en el laboratorio hasta su cultivo en MM fue de 1°5-2

horas.

3.2.3. Fecundacion in vitro

Una vez finalizado el periodo de maduracion, los ovocitos, excepto en la
experiencia 3, fueron denudados con 0°1% de hialuronidasa en MM, por agitacion en
vortex y con la ayuda de una pipeta Pasteur adelgazada (Foto 2c), Posteriormente, los
ovocitos fueron lavados tres veces y colocados, 30 minutos antes de fecundar, en las gotas
de MF, previamente cubiertas con aceite mineral y equilibradas durante 24-48 horas bajo
una atmosfera del 5% de CO; en aire, 39°C de temperatura y 95-100% de humedad
relativa, utilizando placas de cultivo de 6 pocillos (Corning; Foto 3a) o de 35x10 mm?®
(Nunc; Foto 3b).






Foto 1. Preparacion de los ovocitos para su maduracion in vitro. a) Ovarios de cerdas
prepuberales sacrificadas en el matadero; b) Aspiracion de los foliculos antrales (3—6 mm
de didmetro) y sedimientacion del contenido folicular en tubos de 50 ml; ¢) Contenido
folicular visto bajo el estereomicroscopio; ndtese la presencia de ovocitos inmaduros
rodeados por las células del cumulus (flechas); d) Ovocitos inmaduros rodeados por al
menos dos capas de células del cimulus seleccionados para su maduracion in vitro; e)
Ovocitos inmaduros no utilizados por su escasa calidad (flechas).




Foto 2. Maduracion in vitro de los ovocitos: a) placas de Petri utilizadas para el lavado de
los ovocitos (imagen superior) y para su maduracién in vitro (imagen inferior); b)
ovocitos durante el proceso de maduracion in vitro, donde se puede apreciar la expansion
de las células del cumulus; c¢) ovocitos preparados para su fecundacion in vitro, tras la
eliminacion de las células del camulus. Sélo en la experiencia 3 se inseminaron ovocitos
rodeados por dichas células.

El volumen de medio (VM), el nimero de ovocitos en el cocultivo (NOOC) y el

tiempo de cocultivo varid en las diferentes experiencias, manteniéndose constante la
atmosfera de cocultivo (5% de CO,, 39°C y 95-100% de humedad).

El semen criopreservado/descongelado, con una motilidad postdescongelacion del
50-60%, se lavo tres veces en MLE por centrifugacion a 1900 x g durante 3 minutos. Al
finalizar los lavados, el pellet resultante de espermatozoides se resuspendié en MF de

forma que 50 pl de la resuspension con la concentracion de espermatozoides deseada se



adicionaron a las microgotas del medio con los ovocitos. Justo antes de la fecundacion se
valoré la motilidad de los espermatozoides, colocando una gota de la suspension
espermatica sobre un porta y por visualizaciéon en un microscopio. So6lo se utilizaron

aquellas muestras que presentaron una motilidad superior al 25%.

3.2.4. Cultivo in vitro de los embriones

Finalizado el tiempo de cocultivo, los ovocitos fueron lavados tres veces en MCE
y colocados en una placa multidish de 4 pozillos (Nunc) (Foto3c), para su desarrollo
embrionario. En cada pocillo se incubaron grupos de 20-30 ovocitos en 500 ul de MCE,
cubierto por aceite mineral y equilibrado previamente 3 horas en el incubador con una
atmosfera del 5% de CO; en aire, 39°C de temperatura y 95-100% de humedad relativa.
Doce horas después de la FIV, algunos ovocitos se fijaron y tifieron para valorar los
parametros de fecundacion. El resto de los ovocitos se cultivaron hasta un maximo de 7

dias para analizar el desarrollo embrionario.

3.2.5. Valoracion de los pardmetros de fecundacion (PF)

Para valorar los parametros de fecundacién, algunos ovocitos se lavaron en MLO
y se situaron en microgotas de medio (1 ovocito/microgota) en un portaobjetos, sobre el
cual previamente se habian colocado dos lineas paralelas de vaselina, depositando un total
de 10 embriones por portaobjeto. Inmediatamente, se coloc6 un cubreobjeto sobre el
portaobjeto, presionando suavemente hasta que aquel contacté con las microgotas. Los
ovocitos se fijaron en 25% (v:v) de acido acético en etanol, a temperatura ambiente,
durante un tiempo de 48-72 horas, tras el cual se tifieron con un 1% de lacmoid en 45%
(v:iv) de acido acético en agua purificada (Chang, 1952) y se examinaron en un
microscopio de contraste de fases utilizando para ello los objetivos de 20 y de 40

aumentos.

Los parametros de fecundacion estudiados fueron los siguientes:

e Ovocitos penetrados: porcentaje de ovocitos maduros nuclearmente que fueron

penetrados por 1 6 mas espermatozoides. Un ovocito se considerd penetrado cuando



se observaron en su interior los dos corpusculos polares, el prontcleo femenino,
cabezas espermdticas descondensadas y/o prontcleos masculinos, con sus

correspondientes flagelos espermaticos (Foto 4).

Ovocitos monospérmicos: porcentaje de los ovocitos que presentaron un pronucleo
femenino, un prondcleo masculino y los dos corptsculos polares sobre el total de

ovocitos penetrados.

Espermatozoides/ovocito: nimero medio de espermatozoides, en cualquier estadio de

descondensacion, por ovocito penetrado.

Rendimiento o eficiencia de la fecundacidon: porcentaje de ovocitos penetrados

monospérmicamente sobre el total de ovocitos analizados.




Foto 3. Placas de lavado (arriba) y de cultivo (abajo) utilizadas para la fecundacién in
vitro (a: experiencias 1 y 2; b: experiencias 3 y 4) y para el desarrollo in vitro de los
embriones (c).

Foto 4. Ovocito monospérmico: a) dos pronucleos (flechas grandes) y el flagelo
espermatico (flecha pequena); b) Detalle del flagelo espermatico (flecha); ¢) Presencia de
los corpusculos polares (flechas) en el mismo ovocito de la imagen.

3.2.6. Valoracion del desarrollo embrionario (DE)

La valoracion del desarrollo embrionario se efectud a las 48 horas y a las 144-168

horas de cultivo, mediante la visualizacion de los embriones en un estereomicroscopio.
Los parametros evaluados fueron:
e Division: porcentaje de ovocitos que a las 48 horas de la fecundacion estaban

divididos en 2 6 4 células y que ademas presentaban apariencia normal y uniforme en

cuanto al tamafio, forma y coloracioén oscura de cada una de las células (Foto 5a).



e Blastocistos: porcentaje de ovocitos que alcanzaron el estadio de blastocisto a las 144-
168 horas, considerando s6lo aquellos embriones en estadio de blastocisto temprano,
expandido o eclosionado, que presentaban una forma y coloracion adecuada y ademas

con masa celular interna visible (Foto 5b).

3.2.7. Tincién v contaje de espermatozoides adheridos a la zona peluacida

Para contar el niimero de espermatozoides adheridos a la zona pelucida, los
ovocitos fueron tefiidos con Hoechst-33342 (6°23uM en MCE) durante 5-10 minutos a
37°C. En un portaobjeto, preparado previamente con dos lineas paralelas de vaselina, se
depositaron 5 microgotas de medio de montaje (Glicerol:PBSD 3:1, conteniendo 2’5
mg/ml de azida sédica). Transcurrido el tiempo de incubacion se situdé un ovocito teiiido,
en cada microgota de medio de montaje. Se colocd un cubreobjetos sobre el portaobjetos
y se observé inmediatamente en un microscopio de fluorescencia con los objetivos de 20x
y 40x. Los espermatozoides adheridos a la zona pelucida presentaban fluorescencia de

color azul brillante (Foto 6).




Foto 5. Embriones divididos a las 48 horas de la fecundacion in vitro (a) y embriones en
estadio de blastocisto tras 144-168 horas de cultivo in vitro (b).

Foto 6. Espermatozoides tefiiddos con Hoechst 33342 adheridos a la zona pelucida de un
ovocito durante el cocultivo. Obsérvese la presencia de otros espermatozoides en
diferentes campos Opticos.

3.3. Diseiio del trabajo experimental

El trabajo experimental se planifico en cuatro experiencias.

3.3.1. Experiencia 1: Efecto del volumen de cocultivo v del nimero de ovocitos durante

el cocultivo sobre los parametros de fecundacion, utilizando una concentracidén constante

de espermatozoides

En esta experiencia se estudi6 el efecto de tres volumenes de medio de cocultivo
(2ml, 1 mly 0’1 ml) y de tres numeros de ovocitos en el cocultivo (50, 30 y 15 ovocitos)

sobre los parametros de fecundacion, utilizando una concentracion constante de



espermatozoides de 6 x 10°/ml, mediante un experimento factorial 3 x 3, siguiendo el
disefio representado en la figura 2. Los espermatozoides utilizados en esta experiencia
fueron congelados y descongelados por el método A, citado anteriormente, y procedieron
todos de un mismo eyaculado. El tiempo de contacto espermatozoides-ovocitos fue de 6

horas.

3.3.2. Experiencia 2: Efecto del volumen de cocultivo v del numero de ovocitos durante

el cocultivo sobre los parametros de fecundacion v desarrollo embrionario, utilizando un

ratio espermatozoides:ovocito de 2.000:1

En esta experiencia se estudio el efecto de tres volumenes de medio de cocultivo
(2ml, 1 mly 0’1 ml) y de tres numeros de ovocitos en el cocultivo (50, 30 y 15 ovocitos)
sobre los parametros de fecundacion y desarrollo embrionario, utilizando un ratio
espermatozoides:ovocito de 2.000:1, mediante un experimento factorial 3 x 3, siguiendo
el disefio representado en la figura 3. Como en la experiencia 1, los espermatozoides
fueron congelados y descongelados por el método A, utilizdndose el mismo eyaculado
que en la experiencia anterior. El tiempo de contacto espermatozoides-ovocitos fue de 6

horas.
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Figura 2. Representacion esquematica del disefio experimental seguido en la
experiencia 1.
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Figura 3. Representacion esquematica del disefio experimental seguido en la
experiencia 2.



3.3.3. Experiencia 3: Efecto de la presencia de células del cimulus durante la

fecundacidén in vitro sobre los parametros de fecundacion y desarrollo embrionario,

utilizando distintos ratios espermatozoides:ovocito

En esta experiencia, cuyo disefio se representa en la figura 4, se estudi6 la
penetrabilidad y capacidad de desarrollo embrionario de ovocitos rodeados por las células
del cimulus (COC), cuando éstos fueron fecundados con diferentes ratios
espermatozoides:ovocito (2.000:1, 3.000:1, 4.000:1, 6.000:1 y 8.000:1). Como grupo
control se utilizaron ovocitos denudados e inseminados con 2.000 espermatozoides por
ovocito. En todos los grupos, las condiciones de cocultivo fueron las siguientes: volumen
de medio de fecundacion: 0’1 ml; numero de ovocitos por microgota: 30; duracion del
cocultivo: 6 horas. En esta experiencia se utilizaron espermatozoides congelados y
descongelados por el método B. Todas las muestras seminales procedieron del mismo

eyaculado.

3.3.4. Experiencia 4: Influencia del tiempo de contacto espermatozoides - ovocitos sobre

los parametros de fecundacion y desarrollo embrionario

En la figura 5 se puede observar el disefio experimental empleado para la
realizacion de esta experiencia. Para evaluar el efecto del tiempo de contacto
espermatozoides — ovocitos sobre los pardmetros de fecundacion y el desarrollo
embrionario se utilizaron cuatro tiempos de cocultivo durante la FIV: 10 minutos, 30
minutos, 60 minutos y 6 horas, constituyendo este ultimo grupo, el grupo control. En esta
experiencia se emplearon grupos de 30 ovocitos denudados en 0’1 ml de medio de

fecundacion y un nimero de 2.000 espermatozoides por ovocito.

Los espermatozoides utilizados en esta experiencia fueron congelados y
descongelados siguiendo el método B. Se utilizaron muestras seminales procedentes del
mismo eyaculado, pero éste fue diferente al utilizado en la experiencia anterior, aunque

procedia del mismo verraco.

3.4. Analisis estadistico



Las experiencias 1, 2, 3 y 4 se han realizado en 3, 4, 5 y 5 replicados,
respectivamente. El nimero de ovocitos en cada grupo y en cada replicado fue superior a
30.

Los resultados en cada experiencia se expresan como mediastSEM. Los
parametros de fecundacion (penetracion, monospermia, numero de espermatozoides por
ovocito penetrado y rendimiento) y de desarrollo embrionario (divisién embrionaria a las
48 horas de cultivo y desarrollo hasta blastocisto a las 144-168 horas de cultivo) fueron
analizados por un ANOVA de dos vias (experiencias 1 y 2) o de una via (experiencias 3 y
4), utilizando el paquete estadistico del SPSS 8.0. Cuando el ANOVA reveld un efecto
significativo, los valores fueron comparados por el test de Tukey. Se ha considerado la

existencia de diferencias significativas cuando el valor de P fue menor de 0°05.
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Figura 4. Representacion esquematica del diseflo experimental seguido en la
experiencia 3.
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Resultados



4. RESULTADOS

4.1. Experiencia 1: Efecto del volumen de cocultivo y del nimero de ovocitos
durante el cocultivo sobre los parametros de fecundacion, utilizando una

concentracion constante de espermatozoides

En este experimento se utilizaron 987 ovocitos madurados in vitro, en un total de

3 replicados. Los resultados se indican en la tabla 20 y en las figuras 6-10.

Tabla 20: Influencia del volumen de medio de cocultivo y del numero de ovocitos durante
el mismo sobre los parametros de fecundacion obtenidos tras la fecundacion in vitro con
6x10° espermatozoides/ml*.

VM NOOC TOTAL PEN MONOSP EO RENDIM
(ml) (n°) (n°) (%) (%) (n°) (%)
2 50 128 97’25+ 1’79 5’70+ 1°90 6’42 £ 1°24 5°51+£1°78
2 30 82 92°76 + 1’98 3’95+ 0°05 7°13£0°19 3’66 £ 0°09
2 15 88 99°14 + 0’86 3’51+ 3’51 577+£1°42 3’51 £3°51
1 50 139 95’81 £1°91 10°72 + 1’44 4°29 +0°22 10°27 £ 1’39
1 30 84 96’66 £ 1°92 6’06 £ 0°95 4°97+£0°14 5’83 +£0°83
1 15 120 95’21 +2°41 2’23+ 1’12 5’97+ 0°51 2’15+ 1°07
0’1 50 145 64°97 + 366 68’23 £2°11 1’36 £0°05 44’23 £1°82
0’1 30 111 79°28 £2°57 63’13 £3°99 1’55+0°14 49’87+ 1’81
0’1 15 90 87’77+ 2°94 26’73 £2°77 2’19+£0°07  23°33+£1°92
Probabilidad
VM 0°001 0’001 0°001 0°001
NOOC 0°002 0°001 0’483 0’001
Vx NOOC 0°001 0’001 0’356 0°001

* Los resultados son medias+SEM a partir de 3 replicados.

VM: Volumen de medio de cocultivo;, NOOC: N° de ovocitos por placa de cocultivo;
PEN: Porcentaje de ovocitos penetrados; MONOSP: Porcentaje de ovocitos
monospérmicos sobre el numero de ovocitos penetrados;, EQO: N° medio de
espermatozoides por ovocito penetrado; RENDIM: Porcentaje de ovocitos penetrados
monospérmicamente sobre el total de ovocitos utilizados.



El andlisis de varianza reveld un efecto significativo del volumen de medio
(P<0°001), del nimero de ovocitos (P<0’002) y de la interacciéon de ambos factores
(P<0’001) sobre los porcentajes de penetracion. Dichos porcentajes oscilaron, en los
diferentes grupos, entre 64’97 + 3°66% y 99’14 £+ 0°86%, encontrandose los valores mas
bajos en el grupo de 0’1 ml (Figura 6). Con volimenes mayores, los porcentajes de
penetracion superaron en todos los casos el 90% y no fueron significativamente diferentes

entre los distintos grupos de estudio.
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Figura 6: Efecto del volumen de medio y del nimero de ovocitos por placa de cocultivo sobre el
porcentaje de ovocitos penetrados, tras la fecundacion in vitro con 6x10° espermatozoides/ml.*>*
indican diferencias significativas (p<0’01, al menos).

Los porcentajes de ovocitos penetrados monospérmicamente se vieron
influenciados, como en el caso anterior, por el volumen de medio, el nimero de ovocitos
y su interaccion (P<0’°001). Los mejores resultados de monospermia se obtuvieron en el
grupo de bajo volumen (0’1 ml) y elevado numero de ovocitos (30-50), situandose en
63°13£3°99% y  68°23+2°11%, respectivamente. Estos resultados  fueron
extraordinariamente elevados si se comparan con los obtenidos en los grupos restantes,
donde las tasas de monospermia oscilaron entre 2°23+1°12% y 26°73+2°77% (Figura 7).
El nimero medio de espermatozoides por ovocito penetrado siguié una tendencia similar

a la de los porcentajes de penetracion, viéndose influido por el volumen de medio



(P<0°001), pero no por el numero de ovocitos presente durante el cocultivo ni por la
interaccion volumen de medio x niumero de ovocitos (P>0’35). Se observo un elevado
niamero de espermatozoides penetrantes cuando se utilizaron volumenes de 1 y 2 ml
(4°97£0°14 - 7°13£0°19) en comparacion al obtenido con volumenes de 0’1 ml
(1’36005 — 2°19£0°07) (Figura 8).

15 ovocitos/placa 7 30 ovocitos/placa 50 ovocitos/placa

80« .
C
-
4 T
'§ 60 «
g E
583
S as 409 b
> @
o £ T
= -
= 20 . . .2
T i ol a -
0 L - L LJ
2 1 0'1
Volumen de cocultivo (ml)

Figura 7: Efecto del volumen de medio y del nimero de ovocitos por placa de cocultivo sobre el
porcentaje de ovocitos penetrados monospérmicamente, tras la fecundacién in vitro con 6x10°
espermatozoides/ml. **“indican diferencias significativas (p<0’003, al menos).

El rendimiento total de los diferentes tratamientos se indica en la figura 9. El
porcentaje de ovocitos monospérmicos en relacion al numero total de ovocitos utilizados
se vio influenciado por el volumen, el numero de ovocitos y la interaccion
correspondiente (P<0’001). Los mejores resultados se consiguieron con volimenes de 0’1
ml y 30-50 ovocitos durante el cocultivo (49°87+1°81%-4423+1°82%, respectivamente),
siendo significativamente superiores (P<0’002) a los resultados obtenidos en los grupos

restantes.
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Figura 8: Efecto del volumen de medio y del nimero de ovocitos por placa de cocultivo sobre el
nimero medio de espermatozoides por ovocito penetrado, tras la fecundacién in vitro con 6x10°
espermatozoides/ml. **¢ indican diferencias significativas (p<0’04, al menos).
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Figura 9: Efecto del volumen de medio y numero de ovocitos por placa de cocultivo sobre el
rendimiento total de los diferentes tratamientos, tras la fecundacion in vitro con 6x10°
espermatozoides/ml. **€ indican diferencias significativas (p<0°002, al menos).



Por tanto, cuando se utiliza una concentracion de espermatozoides constante
(6x10° espermatozoides/ml), un bajo volumen (0’1 ml) y un niimero de ovocitos durante
el cocultivo de 30 a 50 es la mejor combinacidon posible entre las analizadas, ya que se
obtienen unos resultados aceptables de penetracion (65%-80%) con elevados indices de
monospermia (65%) y un rendimiento final cercano al 50%. Sin embargo, el utilizar una
concentracion espermatica constante en diferentes volimenes de medio y con diferente

numero de ovocitos altera ostensiblemente el ratio espermatozoides/ovocito.

Los ratios espermatozoides/ovocitos utilizados en esta experiencia (Figura 10)

oscilaron entre 1.200:1 (grupo de 0’1 ml y 50 ovocitos) hasta 80.000:1 (grupo de 2 ml y
15 ovocitos).
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Figura 10: Ratios espermatozoides:ovocito utilizados en los diferentes tratamientos al emplear una
concentracion de 6x10° espermatozoides/ml durante el cocultivo.



4.2. Experiencia 2: Efecto del volumen de cocultivo y del numero de ovocitos durante el
cocultivo sobre los parametros de fecundacion y desarrollo embrionario, utilizando un

ratio espermatozoides:ovocito de 2.000:1

Los resultados de esta experiencia se sumarizan en las tablas 21-22 y en las
figuras 11-14. Se utilizaron un total de 2.732 ovocitos, distribuidos en 4 replicados, de los
cuales 1.367 fueron fijados y tefiidos para evaluar los PF y 1.365 siguieron en cultivo para

evaluar el DE.

Tabla 21: Influencia del volumen de medio de cocultivo y del numero de ovocitos durante
el mismo sobre los parametros de fecundacion obtenidos tras la fecundacion in vitro con
2.000 esperm/ovocito*.

VM NOOC TOTAL PEN MONOSP EO RENDIM
(ml) (n°) (n°) (%) (%) (n°) (%)
2 50 142 71°31 £ 2°81 50°12 £2°80 1’72 £0°07 35’89 £3°09
2 30 145 63°47 £ 2°89 57°90 £ 5°80 1’66 +0°11 3632 +2°39
2 15 155 60°27 £ 2°86 64°05£5°79 1’47+£0°07  38°47+£3°25
1 50 135 75’90 £ 2°50 58’79 +£4°39 1’63 +0°09 44’31 +£1°99
1 30 147 65’26 £ 3°92 60’46 £5°01 1’56 £0°05 39’91 +£5°34
1 15 180 65’06 £ 4°29 72°19 £5°08 1’36 £0°07 47’24 £5°72
0’1 50 159 81’79 + 3’31 58’23 +4°78 1’61 £0°14 47’87 +4°97
0’1 30 171 71°26 £ 5°23 65’54 £3°47 1’48+ 0°09 46’49 £3°32
0’1 15 140 69°47 + 3’30 63’72 £8°79 1’49+ 0’12 43’45+ 3°96
Probabilidad
VM 0014 0311 0’363 0°025
NOOC 0°001 0°060 0’034 0’781
Vx NOOC 0990 0759 0’822 0’717

* Los resultados son medias+SEM a partir de 4 replicados.

VMm: Volumen de medio de cocultivo;, NOOC: N° de ovocitos por placa de cocultivo;
PEN: Porcentaje de ovocitos penetrados; MONOSP: Porcentaje de ovocitos
monospérmicos sobre el numero de ovocitos penetrados;, EQO: N° medio de
espermatozoides por ovocito penetrado; RENDIM: Porcentaje de ovocitos penetrados
monospérmicamente sobre el total de ovocitos utilizados.



Ni en los pardmetros de fecundacion ni en los desarrollo embrionario existié una
interaccion significativa entre el volumen de medio y el nimero de ovocitos en el
cocultivo. Sin embargo, el efecto individual de cada factor dependid del parametro
analizado (Tablas 21 y 22).

Tabla 22.- Influencia del volumen de medio de cocultivo y del numero de ovocitos
durante el mismo sobre los porcentajes de division embrionaria y de desarrollo hasta
blastocisto, utilizando 2.000 espermatozoides/ovocito durante la fecundacion in vitro*.

VM NOOC TOTAL DIV BLASTO
(ml) (n°) (n°) (%) (%)
2 50 186 64°27 £ 3’13 18’89 £ 2°03
2 30 151 73’10 £ 4°05 26’45 £3°60
2 15 118 66’36 £ 3’68 14°32 + 2°83
1 50 180 69°83 £2°31 22°33£0°88
1 30 119 69’77 £2°26 26’18 £5°47
1 15 118 63’51 £3°55 21’19+ 0’79
0’1 50 155 75’66 £ 6’39 32°50+7°13
0’1 30 149 71°97+ 1’17 31’78 £3°13
0’1 15 189 7574 £ 1°00 23’85+ 1’42
Probabilidad
VM 0’036 0’012
NOOC 0’553 0’031
Vx NOOC 0274 0’696

* Los resultados son medias£SEM a partir de 4 replicados.

VM: Volumen de medio de cocultivo, NOOC: N° de ovocitos por placa de cocultivo; DIV: porcentaje de
embriones divididos a las 48 horas de la fecundacion in vitro, BLASTO: porcentaje de blastocistos a las
144 horas de la fecundacion in vitro.

Las tasas de penetracion variaron significativamente (P<0’014) segtn el volumen
de medio utilizado (Tabla 21). Como se puede observar en la figura 11, los porcentajes de
penetracion aumentaron a medida que se disminuy6 el volumen de medio de cocultivo
(65°02£2°04%, 68°74+2°44% y 74°17+2°68% para volimenes de 2 ml, 1 ml y 0’1 ml,

respectivamente). Sim embargo, el volumen de medio de cocultivo utilizado no influy6



sobre los porcentajes de monospermia ni sobre el nimero medio de espermatozoides por

ovocito (P=0°311 y P=0"363, respectivamente).

Los porcentajes de ovocitos monospérmicos se situaron entre 57°36+3°13 y
63°81£3°10, mientras que el nimero medio de espermatozoides por ovocito penetrado se
mantuvo alrededor de 1’5, independientemente del volumen de medio utilizado (Figura
11). Por tanto, el rendimiento final se vio influenciado exclusivamente por las tasas de
penetracion alcanzadas con los diferentes volumenes utilizados. Dicho rendimiento fue
aproximadamente 10 puntos mdas elevado (P<0’01) con volimenes de 0’1 ml
(45°94£2°23) que con volumenes de 2 ml (36°90+1°57) (Figura 11).

El ntimero de ovocitos durante el cocultivo influy6 significativamente sobre las
tasas de penetracion (P<0’001), y sobre el nimero medio de espermatozoides por ovocito
(P<0’034), pero no sobre los porcentajes de monospermia (P=0’060) ni sobre el
rendimiento final (P=0’781). Cuando se utiliza un niumero elevado de ovocitos durante el
cocultivo (50) se obtiene un porcentaje de penetracion superior (P<0°01) al alcanzado con
30 6 15 ovocitos (76°33£1°99%, 66°66+2°38% y 64°93+£2°18%, para 50, 30 y 15
ovocitos, respectivamente) (Figura 12). El nimero medio de espermatozoides por ovocito
penetrado, como en el caso anterior, se situ6 en torno a 1’5, existiendo diferencias
significativas (P<0’02) entre los grupos extremos (Figura 12). Como sucede con los
diferentes volumenes utilizados, los porcentajes de monospermia no variaron
significativamente segin el nimero de ovocitos utilizados, aunque si existidé una
tendencia referente a un aumento de dicho parametro a medida que el numero de ovocitos
por placa de cocultivo disminuy¢ (55°71+ 2°44%, 61°30+£2°71% y 66°65+3°72%, para 50,
30 y 15 ovocitos por placa; Figura 12). Esta tendencia motiva la no existencia de
diferencias significativas en el rendimiento final de los diferentes tratamientos, anulando
las diferencias existentes en las tasas de penetraciéon entre los diferentes grupos
estudiados. El rendimiento final oscild entre el 40°91+£2°39% y el 43°05+2°56% (Figura
12).
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Figura 11.- Influencia del volumen de medio durante el cocultivo sobre los porcentajes de penetracion,
monospermia y rendimiento final de los sistemas, utilizando 2.000 espermatozoides/ovocito. Columnas con
diferentes letras dentro de cada variable difieren significativamente (P<0’03).
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Figura 12.- Influencia del nimero de ovocitos durante el cocultivo sobre los porcentajes de penetracion,
monospermia y rendimiento final de los sistemas, utilizando 2.000 espermatozoides/ovocito. Columnas con
diferentes letras dentro de cada variable difieren significativamente (P<0’01, al menos).



Los porcentajes de division embrionaria y los de desarrollo hasta el estadio de
blastocisto se vieron influenciados por el volumen de medio de cocultivo (P<0’036 y
P<0°012, respectivamente; tabla 22), oscilando entre 67°70£1°70% - 74’46+2°05% y
19°89+2°13% - 29°38+2°66%, respectivamente, en los diferentes grupos estudiados
(Tabla 22). La division embrionaria fue superior (P<0’05) cuando se utilizaron
volumenes de 0’1 ml (67°91£2°21%, 67°70+1°70% y 74°46+2°05% para volumenes de
2ml, Iml y 0’1 ml, respectivamente; figura 13). Algo similar ocurrié con el porcentaje de
embriones que se desarrollaron hasta el estadio de blastocisto, aunque en este caso no
existieron diferencias significativas entre los valores alcanzados con 1ml y 0’1 ml (Figura
13). No obstante, con volumenes de 0’1 ml se observa una tendencia superior en el
porcentaje de blastocistos obtenido que con volimenes de 1 ml (29°38+2°66% &
23°23£1°81%).
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Figura 13.- Influencia del volumen de medio durante el cocultivo sobre los porcentajes de division
embrionaria y de desarrollo hasta blastocisto, utilizando 2.000 espermatozoides/ovocito durante la
fecundacion in vitro. Columnas con diferentes letras dentro de cada variable difieren significativamente
(P<0’04, al menos).



El numero de ovocitos utilizados durante el cocultivo no afectdé a la division
embrionaria (P=0°553), pero si influy6 sobre el numero final de blastocistos (P<0’031)
(Tabla 22), obteniéndose resultados superiores con 30 ovocitos por placa (24°57£2°85%,
28°1442°32% y 19°79+1°56%, para 50, 30 y 15 ovocitos/placa, respectivamente; figura
14).
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Figura 14.- Influencia del nimero de ovocitos durante el cocultivo sobre los porcentajes de division
embrionaria y de desarrollo hasta blastocisto, utilizando 2.000 espermatozoides/ovocito durante la
fecundacion in vitro. Columnas con diferentes letras dentro de cada variable difieren significativamente
(P<0°04).

4.3. Experiencia 3: Efecto de la presencia de células del cumulus durante la
fecundacion in vitro sobre los parametros de fecundacion y desarrollo embrionario,

utilizando distintos ratios espermatozoides:ovocitos

Se utilizaron un total de 2.546 ovocitos, en 5 replicados, de los cuales 1.196
fueron fijados y tefiidos para analizar los PF y 1.350 siguieron el cultivo para estudiar el

DE. Los resultados se sumarizan en las tablas 23 y 24, y en las figuras 15 y 16.



Como se puede observar en la tabla 23, la penetrabilidad de los ovocitos aumentd
(P<0°05) a medida que se increment6 el ratio espermatozoides:ovocito, alcanzandose los
valores mas elevados con el ratio 8.000:1 (72°14+£6°48%). Estos valores fueron similares
a los obtenidos utilizando ovocitos denudados y 2.000 espermatozoides:ovocito (grupo
control). Como era de esperar, los porcentajes de monospermia siguieron un perfil inverso
a los de penetracion; dichos porcentajes disminuyeron a medida que se aumentd la
proporcion espermatozoides:ovocito. Se obtuvieron elevados indices de monospermia en
los tres ratios mas bajos (82°59%-94°85%), donde los porcentajes de penetracion fueron
proximos tan solo al 30%. La monospermia disminuyd drasticamente (P<0°05) en el
grupo de 8.000 espermatozoides:ovocito, situdndose en torno al 35%. En el grupo control
se obtuvo una monospermia del 60%, similar a la alcanzada con 6.000

espermatozoides:ovocito.

Tabla 23. Efecto del numero de espermatozoides por ovocito durante la fecundacion in
vitro de ovocitos rodeados por las células del cumulus sobre los parametros de

fecundacion™.

TRATAMIENTO TOTAL PEN MONOSP EO RENDIM

Esperm/ovocito** (n°) (%) (%) (n°) (%)
2.000 195 20005+3°71° 8872+ 543% 1'11+005" 2586+ 1’627
3.000 188 3118+ 2660 94°85+337°  1°07+0°04>  21°80 + 1°81°
4.000 190 33434379 8250+ 5°11° 1°17+£0°05% 27°25 + 295"
6.000 203 5094+ 478 5675+538° 1’50+ 0077 28°65 +2°77°
8.000 195 72014+ 648°  3585+559 2114018 24°50 + 1°62°
Control 225 7351+ 3485 59°51+1°99°  1°45+0°03°° 43765 +2°03°

* Los resultados son mediastSEM a partir de 5 replicados. ** Como control se utilizaron
ovocitos denudados y 2.000 espermatozoides/ovocito durante la fecundacion in vitro.
PEN: Porcentaje de ovocitos penetrados; MONOSP: Porcentaje de ovocitos
monospérmicos sobre el numero de ovocitos penetrados;, EQO: N° medio de
espermatozoides por ovocito penetrado;, RENDIM: Porcentaje de ovocitos penetrados
monospérmicamente sobre el total de ovocitos utilizados. Diferentes superindices en la
misma columna indican diferencias significativas: “”¢ P<0°05, al menos; “¢ P<0°007, al
Menos.



El nimero de espermatozoides por ovocito penetrado oscild entre 1°07+£0°04 y
2°11+0°18, alcanzéndose los valores mas elevados (P<0’05) en el grupo de mayor
numero de espermatozoides por ovocito. En cualquier caso, al analizar el rendimiento
final de cada sistema, se puede observar que no existieron diferencias significativas entre
los distintos tratamientos, cuando se utilizaron ovocitos rodeados de células del camulus,
estando los valores comprendidos entre el 20% y el 30%. Estos resultados fueron
significativamente inferiores (P<0’007) a los obtenidos en ausencia de células del
cumulus y con un ratio espermatozoides:ovocito de 2.000:1 (Figura 15), donde se obtuvo

un rendimiento cercano al 45%.
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Figura 15.- Rendimiento alcanzado al inseminar in vitro ovocitos rodeados por sus células del
cumulus con 2.000 — 8.000 espermatozoides:ovocito. En el grupo control se fecundaron ovocitos
denudados con 2.000 espermatozoides:ovocito. Los resultados son medias#SEM obtenidas a
partir de 5 replicados. El numero de ovocitos oscilo entre 188 y 225 en los diferentes grupos.
PEN: Porcentaje de ovocitos penetrados;, MONOSP: Porcentaje de ovocitos monospérmicos
sobre el mumero de ovocitos penetrados; EO: N° medio de espermatozoides por ovocito
penetrado; RENDIM: Porcentaje de ovocitos penetrados monospérmicamente sobre el total de
ovocitos utilizados. Diferentes superindices para un mismo pardmetro indican diferencias
significativas: “*° P<0°05, al menos. ~~ P<0’07 (al menos) con respecto a los demds grupos.
Como se aprecia en la tabla 24, los porcentajes de division embrionaria fueron

inferiores (P<0°05) cuando los ovocitos rodeados por sus células del cumulus fueron



inseminados con 2.000, 3.000 y 4.000 espermatozoides/ovocito, obteniéndose unos
valores entre el 20 y el 30%. Cuando se utilizo un numero superior de
espermatozoides/ovocito (6.000 y 8.000), estos porcentajes aumentaron, por encima de
20 puntos, situandose en, aproximadamente, el 50%, porcentaje que asimismo fue

inferior, aunque no significativamente, al obtenido en el grupo control (58°46%).

Las amplias diferencias observadas en los porcentajes de division embrionaria
entre los 3 primeros y los tres ultimos grupos no se vieron reflejadas en el porcentaje de
embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto (Tabla 24, Figura 16). Nuevamente, el
grupo control fue el que alcanzé resultados superiores, aunque no significativamente

diferentes de los grupos de 6.000 y 8.000 espermatozoides/ovocito.

Tabla 24. Efecto del numero de espermatozoides por ovocito durante la fecundacion in
vitro de ovocitos rodeados por las células del cumulus sobre los parametros de
desarrollo embrionario™.

TRATAMIENTO TOTAL DIVISION BLASTOCISTOS
Esperm/ovocito (n°) (%) (%)

2.000 223 3093 +5721° 6°04 £2721°
3.000 188 2179 + 1°82° 1152 + 2220
4.000 190 3077 +3°31° 13°68 + 156"
6.000 185 4734+ 5°86" 19°49 + 357"
8.000 191 50°00 + 573 17°30 + 1°09™

Control 373 58°46+2°21° 2321+ 166

* Los resultados son mediastSEM a partir de 5 replicados. ** Como control se utilizaron ovocitos
denudados y 2.000 espermatozoides/ovocito durante la fecundacion in vitro. ; DIVISION: porcentaje de
embriones divididos a las 48 horas de la fecundacion in vitro; BLASTOCISTOS: porcentaje de blastocistos
a las 144 horas de la fecundacion in vitro. Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias
significativas: “> P<0’05, al menos.
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Figura 16.- Resultados del desarrollo embrionario alcanzados al inseminar in vitro ovocitos
rodeados por sus células del cumulus con 2.000-8.000 espermatozoides:ovocito. En el grupo
control se fecundaron ovocitos denudados con 2.000 espermatozoides:ovocito. Los resultados son
medias#SEM obtenidas a partir de 5 replicados. El numero de ovocitos utilizado fue 223, 188,
190, 185, 191 y 373 para los grupos de 2, 3, 4, 6, 8 xI 0’ espermatozoides/ovocito y control,
respectivamente. Grupos con asterisco, dentro de wun mismo pardametro, difieren
significativamente del grupo control (P<0°05, al menos).

4.4. Experiencia 4: Efecto del tiempo de contacto espermatozoides - ovocitos sobre los

pardametros de fecundacion y desarrollo embrionario.

Se utilizaron un total de 1.596 ovocitos, en 5 replicados, de los cuales 142 fueron
fijados y tefiidos para evaluar el nimero de espermatozoides unidos a la zona pelacida,
751 fueron fijados y tefiidos para analizar los PF y 703 siguieron el cultivo para estudiar
el DE. Los resultados de esta experiencia se indican en las tablas 25 y 26 y en las figuras
17,18 y 19.



Como se observa en la tabla 25, las tasas de penetracion fueron similares en los
diferentes tiempos evaluados, oscilando entre el 61°27% y el 68°16%. Por el contrario, si
existieron diferencias significativas (P<0’04) en los resultados de monospermia.
Sorprendentemente, el aumento del tiempo de contacto entre ambos gametos produjo
mayores porcentajes de ovocitos penetrados por un tnico espermatozoide. Efectivamente,
cuando espermatozoides y ovocitos se coincubaron durante tan s6lo 10 6 30 minutos, los
porcentajes de monospermia fueron inferiores al 48%, elevandose dichos porcentajes
hasta cerca del 65% e incluso por encima del 70% cuando el periodo de coincubacion se

incremento6 a 60 minutos y 6 horas, respectivamente.

Tabla 25. Efecto del tiempo de contacto entre espermatozoides y ovocitos sobre los
parametros de fecundacion®.

TIEMPO DE TOTAL PEN MONOSP EO RENDIM

COCULTIVO  (n°) (%) (%) (n°) (%)

10 min 179 64°77+5.05 40’84 + 1°69 + 26’63 +
2°09° 0°03" 2°88°

30 min 196  61°56+5.50  47°16+ 1’62 + 29°02 +
5°61° 0°09* 4°45¢

60 min 204 61727+7.18 63’89+ 1’46 + 39°51 +
4°42° 0°03% 6°20%

6 h (Control) 172 68°16+3°18 72’31 + 1’34 + 49°32 +
2°61° 0°05° 2°96¢

* Los resultados son medias#SEM a partir de 5 replicados. La fecundacion in vitro se
efectuo utilizando ovocitos denudados y un numero de espermatozoides por ovocito de
2.000. PEN: Porcentaje de ovocitos penetrados; MONOSP: Porcentaje de ovocitos
monospérmicos sobre el numero de ovocitos penetrados;, EQO: N° medio de
espermatozoides por ovocito penetrado; RENDIM: Porcentaje de ovocitos penetrados
monospérmicamente sobre el total de ovocitos utilizados. Diferentes superindices en la
misma columna indican diferencias significativas: ab P<0°04, al menos, od P<0°03, al
menos.



El nimero de espermatozoides por ovocito siguid una tendencia similar a la
monospermia, obteniéndose los valores mas bajos (1°34+0°05) en el grupo control (6

horas de cocultivo).

Por el contrario, como era de esperar, el nimero de espermatozoides unidos a la
zona pelucida en cada grupo de ovocitos aumento significativamente (P<0’02, al menos)
a partir de los 60 minutos de cocultivo, incrementandose de forma extraordinaria en el
grupo de 6 horas de contacto (P<0’001). El nimero medio de espermatozoides unidos a la
zona pelucida fue de 34°12+1°66, 46°77+2°80, 62°83+3°83 y 139°51+£6°13, para los
periodos de cocultivo de 10 minutos, 30 minutos, 60 minutos y 6 horas, respectivamente
(Figura 17; Foto 7).
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Figura 17.- Relacion entre el tiempo de contacto de ambos gametos y el numero medio de
espermatozoides unidos a la zona pelucida. En forma de barras se representan los
porcentajes de penetracion (PEN) y los de monospermia (MONOSP). La fecundacion in
vitro se efectuo utilizando ovocitos denudados y un numero de espermatozoides por
ovocito de 2.000. A los 10 minutos, 30 minutos, 60 minutos y 6 horas de cocultivo, los
espermatozoides unidos labilmente a la zona pelucida fueron eliminados mecanicamente
mediante el paso repetido de los ovocitos a través de una pipeta adelgazada.
Posteriormente, los ovocitos fueron lavados tres veces e incubados para determinar los
parametros de fecundacion o de desarrollo embrionario. Los resultados son
mediasFSEM obtenidas a partir de 5 replicados. El numero de ovocitos oscilo entre 36 y
40 en los diferentes grupos. Diferentes letras dentro de un mismo parametro indican
diferencias significativas: “* P<0°04, al menos, “* P<0°0001, “* P<0’001.



Foto 7. Ovocitos con diferente numero de espermatozoides adheridos a la zona pelucida
tras la tincion con Hoechts 33342.

Ya que los porcentajes de penetracion fueron similares entre los diferentes grupos,
las diferencias observadas en los niveles de monospermia influyeron determinantemente
en el rendimiento final de de cada uno de los sistemas. Asi, como se puede observar en la
figura 18, el rendimiento final en el grupo control estuvo proximo al 50%, porcentaje
significativamente superior (P<0’03) a los obtenidos en los grupos donde el periodo de

cocultivo fue de 10 6 30 minutos, donde el rendimiento final se situ6 entre el 25 y el 30%.
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Figura 18.- Rendimiento alcanzado con diferentes tiempos de cocultivo espermatozoides-
ovocitos. La fecundacion in vitro se efectuo utilizando ovocitos denudados y un numero de
espermatozoides por ovocito de 2.000. Los resultados son mediastSEM obtenidas a partir de 5
replicados. El numero de ovocitos oscilo entre 172 y 204 en los diferentes grupos. PEN:
Porcentaje de ovocitos penetrados; MONOSP: Porcentaje de ovocitos monospérmicos sobre el
numero de ovocitos penetrados;, EQ: N° medio de espermatozoides por ovocito penetrado;
RENDIM: Porcentaje de ovocitos penetrados monospérmicamente sobre el total de ovocitos
utilizados. Diferentes superindices para un mismo parametro indican diferencias significativas:
“b P<0°04, al menos. ~ P<0°03 (al menos) respecto al grupo control.

Cuando el periodo de coincubacién fue de 60 minutos, el rendimiento no fue
significativamente diferente del resto de los grupos, aunque se situ6 10 puntos por encima
de los grupos de menor tiempo de coincubacion y 10 puntos por debajo del grupo control
(40%).

Pese a las diferencias observadas en el rendimiento final de cada grupo, no
existieron diferencias significativas en los porcentajes de division embrionaria y en el
desarrollo hasta el estadio de blastocisto. Los porcentajes de division embrionaria se
situaron en torno al 40-50% y los de desarrollo hasta blastocisto entre el 17 y el 25%
(Tabla 26; Figura 19).



Tabla 26. Efecto del tiempo de contacto entre espermatozoides y ovocitos sobre sobre los
parametros de desarrollo embrionario*.

TIEMPO DE TOTAL DIVISION BLASTOCISTOS
COCULTIVO (n°) (%) (%)
10 min 160 40°83 £4°90 21°50 £ 3°95
30 mini 168 44°67 £ 3778 1752+ 1°72
60 min 170 47°51 £4°51 19°47+£1°70
6 h (Control) 20 50°43 £ 2°80 25’46 £2°29

Los resultados son medias#SEM a partir de 5 replicados. La fecundacion in vitro se
efectuo utilizando ovocitos denudados y un numero de espermatozoides por ovocito
de 2000. DIVISION: porcentaje de embriones divididos a las 48 horas de la
fecundacion in vitro;, BLASTOCISTOS: porcentaje de blastocistos a las 144 horas de
la fecundacion in vitro.
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Figura 19.- Resultados del desarrollo embrionario alcanzado con diferentes tiempos de contacto
entre espermatozoides y ovocitos. La fecundacion in vitro se efectuo utilizando ovocitos
denudados y un numero de espermatozoides por ovocito de 2.000. Los resultados son
medias#SEM obtenidas a partir de 5 replicados. El numero de ovocitos utilizado oscilo entre 160
y 205 en los distintos grupos.



Discusion

5. DISCUSION



En la actualidad, el principal obsticulo para obtener un aceptable numero de
embriones in vitro es la elevada incidencia de penetraciones polispérmicas tras el
cocultivo de ambos gametos. A pesar de lo mucho que se ha estudiado sobre la
polispermia y de todos los trabajos realizados para poder reducirla, poco se conoce acerca
de las condiciones que soportan los espermatozoides y los ovocitos durante el cocultivo,
condiciones tales como el volumen del medio, el nimero de ovocitos, la relacion
espermatozoides/ovocito o las interacciones espermatozoides/ovocitos durante la FIV.
Por tanto, es probable que variando dichas condiciones se puedan modificar los
parametros de fecundacion y consecuentemente la capacidad de desarrollo embrionario

hasta el estadio de blastocisto.

5.1. Efecto del volumen de medio, del nimero de ovocitos y del nimero de

espermatozoides durante el cocultivo

5.1.1. Con una concentracidon constante de espermatozoides/ml

En la primera experiencia de este trabajo, empleando una concentracion constante
de 6x10° espermatozoides/ml, con tres volimenes de cocultivo (2, 1 y 0’1 ml) y tres
numeros de ovocitos en cada volumen de cocultivo (50, 30 y 15), se desprende que con la
utilizacion de un bajo volumen de medio (0’1 ml) y un elevado niumero de ovocitos
durante el cocultivo (30-50) se obtienen rendimientos muy superiores (45-50%) que con
el resto de las condiciones probadas (2-20%). Esta mayor eficacia es debida, sin duda, al
elevado indice de ovocitos monospérmicos obtenido con las condiciones mencionadas
(60-70%), manteniendo, al mismo tiempo, unos niveles de penetracion superiores al 65%
(65-80%). La utilizacion de volimenes superiores a 0’1 ml ofrecid en todos los casos
elevados indices de penetracion (>90%), pero escasos porcentajes de monospermia
(<11%). Sin embargo, estos resultados deben ser considerados con mucha cautela, ya que
al utilizar una concentracion constante de espermatozoides/ml en diferentes volumenes de
medio y con distinto nimero de ovocito, el nimero de espermatozoides expuestos a cada
ovocito varia ampliamente entre los diferentes grupos. Asi, en esta experiencia el ratio
espermatozoides:ovocito vario entre 1.200 (volumen de 0’1 ml y 50 ovocitos por placa) y

80.000 (volumen de 2 ml y 15 ovocitos por placa). Se ha demostrado que en condiciones



in vivo se pueden provocar un numero elevado de penetraciones polispérmicas
aumentando el numero de espermatozoides en el reservorio espermatico o en el lugar de
la fecundacion (Hunter, 1991). In vitro, se sabe que una de las causas principales de la
polispermia es la elevada concentracion de espermatozoides durante el cocultivo, debido,
fundamentalmente, a que el nimero de espermatozoides que sufre una verdadera reaccion
acrosomica permanece constante (15-20%) durante las primeras horas de cocultivo
(Vazquez y cols., 1993), por lo que los ovocitos estan expuestos a varias oleadas de
espermatozoides penetrantes en las condiciones de FIV actuales. Esto posibilita que
cuanto mayor sea el ratio espermatozoides:ovocito mayores son las posibilidades de que
los ovocitos sean penetrados por mds de un espermatozoide. Posiblemente, las
interacciones volumen de medio x numero de ovocitos observadas en esta experiencia
sean debidas fundamentalmente a la variacion del niimero de espermatozoides por
ovocito mads que a un efecto directo de dichos parametros. Efectivamente, en esta
experiencia se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de monospermia y
en el rendimiento final al variar el nimero de ovocitos dentro de un mismo volumen de
medio (0’1 ml). Efectivamente, al reducir el nimero de ovocitos desde 30-50 a 15,
utilizando 0’1 ml de medio se incrementa el ratio espermatozoides:ovocito desde 1.200-
2.000 a 4.000, lo cual provoca una disminucidén de las penetraciones monospérmicas
(27% & 63-68%) y un descenso del 50% del rendimiento final (23% & 45-50%).

De los resultados de esta primera experiencia se desprende que un ratio de 1.200:1
a 2.000:1 espermatozoides:ovocitos es el mas adecuado para disminuir la polispermia
cuando se utilizan volimenes de 0’1 ml, aunque no indican si este mismo ratio puede ser
valido utilizando diferentes volumenes y distinto nimero de ovocitos. Por este motivo, se

realiz6 la segunda experiencia del presente trabajo.

5.1.2. Con un numero constante de espermatozoides:ovocito




Para ver el efecto real del volumen del medio de cocultivo y del nimero de
ovocitos presente durante el cocultivo, los ovocitos se inseminaron con un numero
constante de espermatozoides por ovocito (2.000 espermatozoides:ovocito),
independientemente de la concentracion espermatica utilizada en cada grupo de
tratamiento. En este caso, en primer lugar no existieron interacciones significativas entre
los dos parametros analizados (volumen de medio y nimero de ovocitos) y las diferencias
en las tasas de penetracion, monospermia y en el rendimiento final del sistema, entre los
distintos grupos, fueron menores a las obtenidos fecundando con una concentracion
constante de espermatozoides/ml. Por tanto, de acuerdo con Rath (1992) se puede
considerar desde estos resultados que el porcentaje de polispermia depende mas del
numero absoluto de espermatozoides en el cocultivo que de la concentracién espermatica.
Efectivamente, en todos los grupos estudiados en esta segunda experiencia, se superd el
60% de penetracion y el 50% de penetraciones monospérmicas, dando como resultado un
rendimiento superior en todos los casos al 36% y con capacidad de desarrollo
embrionario determinada por la capacidad de los embriones para alcanzar el estadio de

blastocisto, superior al 14%.

Al analizar el efecto individual de cada factor estudiado se puede observar que el
empleo de volumenes elevados de medio de cocultivo (2 ml) conlleva una disminucion
significativa del rendimiento de la FIV, asi como de los porcentajes de division
embrionaria y de formacion de blastocistos con respecto al grupo de 0’1 ml (36°90% vs.
45°94%; 67°9% vs.74’46%; 19°89% vs. 29°38%). Aunque con la utilizacion de un
volumen de 2 ml, los porcentajes de monospermia y el nimero medio de espermatozoides
por ovocito fueron similares a los obtenidos en el grupo de bajo volumen, los indices de
penetracion disminuyeron significativamente, siendo ésta la razéon del menor rendimiento
obtenido en este grupo. Esta disminucion en los porcentajes de penetracion en el grupo de
2 ml de volumen podria ser debida al efecto dilucion de las muestras seminales.
Efectivamente, cuando se utiliza un volumen de medio de 0’1 ml, la dilucion de las
muestras seminales es 1:2 (50 microL de suspension espermadtica en 50 microL de medio
de cocultivo); por el contrario, al utilizar un volumen de 2 ml la dilucion de los
espermatozoides es de 1:40 (50 microL. de suspension espermadtica en 2 ml de medio de
cocultivo). Si se tienen en cuenta las diluciones previas que se realizan durante la

descongelacion de los espermatozoides y su preparacion para la FIV, la dilucién final de



los espermatozoides en el grupo de 2 ml pudo ser excesiva pudiendo afectar a la
supervivencia de los mismos (Maxwell y Johnson, 1999; Ashworth y cols., 1994) y por

tanto al nimero de choques espermatozoides:ovocito.

Las diferencias observadas en el rendimiento de la FIV entre ambos grupos de
volumen de medio (2 y 0’1 ml) se reflejaron en el porcentaje de embriones que
alcanzaron el estadio de blastocisto, situdndose dicho porcentaje alrededor de diez puntos

por encima cuando se utiliza el volumen mas pequefio.

En cuanto al efecto del nimero de ovocitos durante el cocultivo sobre los
parametros de fecundacion y desarrollo embrionario, nuestros resultados revelaron que
con 30 ovocitos se mejora la formacion de embriones hasta el estadio de blastocisto en
comparacion con los grupos de 15 ovocitos, pese a que el rendimiento de la FIV fue
similar entre ambos grupos. Pese a que es dificil encontrar una explicacion a estos
resultados, la tendencia en cada uno de los grupos se repitié inexorablemente en todos los
replicados. Recientemente, se ha comprobado que alrededor del 30% de los blastocistos
obtenidos in vitro son poliploides (Mazza y Day, datos no publicados). Esto podria
indicar que al utilizar grupos de 30 ovocitos, el porcentaje de blastocistos procedente de

ovocitos polispérmicos fue superior. Sin embargo estos datos necesitan ser confirmados.

No obstante, a partir de los datos de estas dos experiencias y teniendo en cuenta el
rendimiento de la FIV obtenido y los porcentajes de formacion de blastocisto, se puede
considerar que los mejores resultados se obtuvieron cuando se utilizd6 un ratio
espermatozoides:ovocito de 2.000:1, con un volumen de cocultivo de 0’1 ml y un niumero
de ovocitos en el cocultivo de 30-50, aunque quedaria por determinar el porcentaje de
blastocistos de origen polispérmico obtenido al utilizar 15, 30 y 50 ovocitos durante el

cocultivo.

En la bibliografia existe una gran variabilidad de las condiciones de cocultivo
utilizadas por los diferentes autores. Asi, se han utilizado concentraciones espermaticas
desde 250.000 espermatozoides/ml hasta 1.000.000 de espermatozoides/ml, con una
independencia total entre la concentraciéon espermatica por ml y el porcentaje de

polispermia, tanto al utilizar semen fresco como congelado (Rath, 1992; Kano y cols.,



1994; Abeydeera y Day, 1997b, 1998d; Kikuchi y cols., 1999). Esta variabilidad en los
niveles de polispermia entre los distintos autores se debe, fundamentalmente, a las
diferentes condiciones de cocultivo empleadas, principalmente al volumen de medio y al
niamero de ovocitos presente durante el cocultivo. Por ésto, cuando se relacionan estos
mismos resultados pero teniendo en cuenta el nimero de espermatozoides por ovocito en
vez de la concentracion utilizada, se obtiene una elevada correlacion (r=0°95) con los
porcentajes de polispermia entre los diferentes autores (Rath, 1992). Bajo estas
condiciones, el ratio espermatozoides:ovocito utilizado en la bibliografia ha oscilado
entre 2.000:1 y 100.000:1 cuando se utiliza semen fresco (Rath, 1992; Mattioli y cols.,
1989; Funahashi y cols., 1994a; Kano y cols., 1994) y entre 300:1 y 10.000:1, cuando los
espermatozoides utilizados son criopreservados (Abeydeera y Day, 1997b; Wang y cols.,
1998b). En los ultimos afios la tendencia generalizada es utilizar semen criopreservado,
volumenes de cocultivo de 0’1 ml y un niimero de espermatozoides por ovocito de 1.500
a 3.500 (Abeydeera y cols., 1997b). Bajo estas condiciones los rendimientos de la FIV
obtenidos oscilan entre el 30 y el 50% (Abeydeera y Day, 1997b, 1998d; Funahashi y
cols., 1999), resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo (46% en las dos

primeras experiencias).
5.2. Efecto de la presencia de las células del caimulus durante la FIV

El efecto positivo de las células del camulus durante la maduracion in vitro de los
ovocitos porcinos es indiscutible (Mattioli y cols., 1994; Petr y cols., 1996; Buccione y
cols., 1990; Ka y cols., 1997). Ademas, se sabe que, in vivo, los ovocitos rodeados por las
células del cumulus y la matriz intercelular son transportados a la unién ampular-istmica
formando agregados ovocitarios; estos agregados, formados por los ovocitos, las células
del camulus y la matriz intercelular, permanecen durante algunas horas en las hembras
que no han sido inseminadas, pero desaparecen rapidamente en aquellas que son
inseminadas antes de la ovulacion, obervandose raramente células del cumulus rodeando
a los ovocitos mas alld de 6 horas postovulacién (Hunter, 1990). Esto significa que en el
momento de la fecundacién los ovocitos se encuentran rodeados por dichas células y que
la presencia de los espermatozoides en el lugar de la fecundacion las disgrega
rapidamente. Sin embargo, in vitro, poco se sabe acerca de la influencia de las células del

camulus durante el cocultivo, ya que aunque parece que su presencia aumenta los



porcentajes de penetracion, su efecto sobre la monospermia ha dado resultados
contradictorios entre los distintos autores (Coy y cols., 1993a; Wang y cols., 1994; Ka y
cols., 1997; Kikuchi y cols., 1993). Ademas, bajo nuestro conocimiento, no existen datos
en la bibliografia sobre la capacidad de desarrollo embrionario de los ovocitos cuando
¢éstos son fecundados en presencia de las células del caimulus. Aunque, se ha sugerido que
la denudacion de los ovocitos mediante procedimientos enzimaticos (hialuronidasa) y/o
mecanicos (pipeteado utilizando una pipeta Pasteur de didmetro ligeramente superior al
de los ovocitos) puede ser perjudicial para la viabilidad y supervivencia de los ovocitos
(Ball y cols., 1983), en la actualidad en la mayoria de los sistemas de FIV se eliminan las
células del cimulus inmediatamente antes de cocultivar a los ovocitos con los
espermatozoides (Wang y cols., 1998b; Abeydeera y cols., 1999; Funahashi y cols.,
1999).

En nuestra experiencia, tras la FIV con diferentes ratios de espermatozoides por
ovocito, los ovocitos con células del camulus intactas necesitaron un namero de 8.000
espermatozoides:ovocito para que el porcentaje de ovocitos penetrados fuese similar al
obtenido en el grupo control, donde se utilizaron ovocitos denudados y 2.000
espermatozoides:ovocito (72°14% y 73°51%, respectivamente). Los ovocitos rodeados
por células del cimulus y fecundados con 2.000, 3.000, 4.000 y 6.000
espermatozoides:ovocito, presentaron unos porcentajes de penetracion significativamente
menores que el grupo control. Segiin Lavy y cols., (1988), la presencia de las células del
cumulus durante la fecundacion in vitro disminuye los resultados de fecundacién de
ovocitos humanos, sugiriendo que las células del cimulus pueden actuar como una
barrera para los espermatozoides. En ese sentido, Wang y cols., (1992), sefialaron que los
espermatozoides criopreservados-descongelados pueden tener dificultades para atravesar
la masa compacta de las células del cimulus de los ovocitos inmaduros porcinos, sin
embargo apuntaron que las células expandidas que rodean a los ovocitos madurados in
vitro juega un papel importante para completar la capacitacion y/o reaccion acrosomica y
por lo tanto para aumentar los porcentajes de penetracion. Estos mismos autores sefialan
el efecto positivo de dichas células sobre la motilidad espermdtica y sobre el
mantenimiento de una calidad de los ovocitos apropiada (Wang y cols., 1994). Sin
embargo, en nuestro estudio, las células expandidas del cumulus representaron un

obstaculo importante para la penetracion espermatica, ya que, como se ha mencionado



anteriormente, cuando se utilizaron ratios de 2.000, 3.000 y 4.000 espermatozoides por
ovocito se consiguieron porcentajes de penetracion inferiores al 35%, aunque la mayoria
de los ovocitos penetrados bajo estas condiciones fueron monospérmicos (82°72%,
94°85% vy 82°59%, respectivamente). Este bloqueo a la penetracion de los
espermatozoides en el interior de los ovocitos fue sobrepasado utilizando 8.000
espermatozoides por ovocito, aunque desafortunadamente, se disminuy6 notablemente el
porcentaje de ovocitos monospérmicos (36%), comparandolo incluso con el grupo de
ovocitos denudados (60%). S6lo con 6.000 espermatozoides por ovocito se pudieron
equilibrar los porcentajes de penetracion y monospermia (50°94% y 56°75%,

respectivamente).

Se ha descrito que la presencia de las células del cimulus intactas durante la FIV
de ovocitos madurados in vivo (Coy y cols., 1993a) incrementaba el porcentaje de
monospermia, en relacion al obtenido con ovocitos denudados (61% y 40%
respectivamente). Otros autores, sin embargo, observaron que un 73% y un 96%,
respectivamente de los ovocitos madurados in vitro y fecundados in vitro rodeados por
células del ciimulus intactas fueron penetrados polispérmicamente (Kikuchi y cols., 1993
y Ka y cols., 1997), valores netamente superiores a los alcanzados cuando utilizaron
ovocitos denudados (48% y 69%, respectivamente). Si bien nuestros resultados son
similares a los obtenidos con ovocitos madurados in vivo mas que a los resultados de
ovocitos madurados in vitro, diferencias en los medios de maduracion y en la seleccion de
los ovocitos que van a ser madurados pueden condicionar una diferente penetrabilidad de

los mismos.

En ninguno de los grupos de ovocitos con células del cimulus intactas utilizados
en nuestro estudio, se obtuvo un rendimiento de fecundacion aceptable (<29% en todos
los casos) en comparacion con el rendimiento alcanzado en el grupo control (44%).
Asimismo, la presencia de células del cimulus durante la FIV tampoco favorecio el
desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto en los grupos de ovocitos
inseminados con 2.000, 3.000 y 4.000 espermatozoides:ovocito, aunque el desarrollo
embrionario de los ovocitos rodeados por las células del camulus fecundados con 6.000 y
8.000 espermatozoides:ovocito fue superior al obtenido en el resto de los grupos, incluido

el grupo control. Efectivamente, en estos dos grupos, el rendimiento de la fecundacion fue



del 28 y 24%, respectivamente, mientras que el porcentaje de embriones que se
desarrollaron hasta el estadio de blastocisto fue de 19 y 17%, respectivamente, lo cual
representa un porcentaje de eficiencia cercano al 70%. Este porcentaje fue netamente
superior al obtenido en el grupo control (53%). Esto podria indicar que, como en la
experiencia anterior, un nimero superior de ovocitos polispérmicos, procedentes de los
grupos de ovocitos inseminados con 6.000 y 8.000 espermatozoides:ovocito, pudieran

haber alcanzado el estadio de blastocisto.
5.3. Efecto del tiempo de contacto espermatozoides-ovocitos

La modificacion de la duracion del periodo de cocultivo ha sido estudiada por
distintos investigadores para disminuir la polispermia (Cheng y cols., 1986; Mattioli y
cols., 1989; Coy y cols., 1993c; Abeydeera y Day, 1997b).

Es conocido que el porcentaje de espermatozoides capacitados que muestran una
verdadera reaccién acrosdmica tras 2, 4 6 6 horas de coincubacion con los ovocitos
permanece constante, con valores de 16-19% (Vazquez, 1991, 1993). Esto implica que
con largos periodos de cocultivo se aumenta el nimero de contactos efectivos entre
espermatozoides y la zona pelicida, aumentando por tanto el riesgo de las penetraciones
polispérmicas. Se ha demostrado que la disminucion del tiempo de exposicion de los
ovocitos a los espermatozoides de 12-18 horas hasta 8 horas (Cheng y cols., 1986), asi
como la eliminacién mecanica de los espermatozoides adheridos a la zona pelucida tras 6-
8 horas de coincubacion (Mattioli y cols., 1989), reduce considerablemente la incidencia
de polispermia. Por otro lado, cuando el tiempo de cocultivo es inferior a 4 horas,
disminuye significativamente el ratio de penetracion sin afectar a los porcentajes de
monospermia, al menos cuando se utilizan ovocitos madurados in vivo (Coy y cols.,
1993c). Por ésto, en la actualidad, en la mayoria de los laboratorios se procede a la
eliminacion de los espermatozoides adheridos a la zona peltcida tras 5-6 horas de
cocultivo, transfiriendo, entonces, a los ovocitos a un medio de cultivo para su desarrollo

embrionario (Abeydeera y Day, 1997b).

Sin embargo, se necesita desarrollar nuevas estrategias para intentar que el

nimero de espermatozoides con capacidad penetrante sea disminuida lo maximo posible



para alcanzar unos porcentajes de penetracion y de monospermia superiores a los
conseguidos en la actualidad. En este sentido, recientemente se ha planteado la
posibilidad de aumentar la eficiencia de la FIV y del desarrollo embrionario reduciendo el
tiempo de exposicion de los gametos desde 5 horas hasta 10 minutos, pero depositando
los ovocitos nuevamente en medio de fecundacion sin espermatozoides de tal forma que
el tiempo méaximo de permanencia de los ovocitos en medio de fecundacion fuera de 5
horas. Con este sistema se ha conseguido mejorar el porcentaje de penetracion y de
desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto (Grupen y Nottle, 2000).
Presumiblemente, una disminucion de los contactos espermatozoides-ovocito debe
incrementar los porcentajes de monospermia, tal y como ha sido sugerido por algunos

autores (Hunter y cols., 1990).

En nuestro trabajo, se ha disminuido el tiempo de contacto espermatozoides-
ovocito de 6 horas (control) hasta 60 minutos, 30 minutos y 10 minutos, manteniendo los
ovocitos de cada uno de estos grupos en medio de fecundacion, libre de espermatozoides,
hasta que transcurrieron las 6 horas del grupo control. Con esta estrategia, no se
observaron diferencias significativas en los porcentajes de penetracion en ninguno de los
grupos con respecto al control, variando los porcentajes de penetracion entre el 60 y el
70%. Sorprendentemente, los ovocitos cocultivados con espermatozoides unicamente
durante 10 y 30 minutos presentaron unos porcentajes de penetraciones monospérmicas
(40°84% y 47°16% respectivamente) significativamente inferiores (P<0’04) a las
obtenidas en los grupos de 60 minutos y control (63’89 y 72°31%, respectivamente). Sin
embargo, el numero de espermatozoides unidos a la zona pelucida aument6 a medida que
el tiempo de contacto se increment6 (34, 47, 63 y 139 espermatozoides adheridos a la
zona pelicida para los grupos de 10 minutos, 30 minutos, 60 minutos y 6 horas

respectivamente).

Estos resultados indican que los espermatozoides adheridos a la zona pelticida
durante los primeros minutos de coincubacion son suficientes para penetrar un porcentaje
de ovocitos similar al obtenido tras 6 horas de contacto. Efectivamente, el cambiar a los
ovocitos a un medio de fecundacion sin espermatozoides impidi6 nuevas adhesiones
espermaticas pero no que los ya presentes en la zona pelticida penetrasen en el interior de

los ovocitos. Ademas, dichos espermatozoides fueron capaces de penetrar en mayor



nimero en el interior de cada ovocito que cuando el tiempo de contacto se elevd por
encima de 60 minutos, como se demuestra por la mayor incidencia de polispermia

obtenida en dichos grupos.

Nuestros resultados estan en la linea de los obtenidos por Grupen y Nottle, (2000),
quienes también observan un aumento del porcentaje de polispermia, aunque no
significativo, cuando los ovocitos fueron coincubados durante tan so6lo 10 min con

respecto al grupo control (5 horas de contacto).

Se sabe que los espermatozoides criopreservados tienen limitada su capacidad de
supervivencia. Por tanto, la utilizacién de este tipo de espermatozoides podria determinar
un incremento sustancial en el medio de cocultivo de sustancias oxigeno reactivas (ROS)
como consecuencia de la muerte celular (Kessopoulov y cols., 1992). Estas sustancias
poseen un efecto toxico sobre los propios espermatozoides (revisado por Conte y cols.,
1999) al determinar la aparicion del proceso de peroxidacion lipidica (Wolff y Anderson,
1988; Aitken, 1994), el cual provoca una disminucion de la capacidad fecundante de los
espermatozoides, al reducir los indices de fusion espermatozoide-ovocito (revisado por
Aitken, 1989; Aitken y cols., 1992a, 1992b, 1993; Aitken y West, 1990; Aitken y
Buchingham, 1992) y compromete la supervivencia del resto de los espermatozoides. Por
tanto, los espermatozoides adheridos a la zona pelicida de los ovocitos de los grupos de
menor tiempo de coincubacién podrian sufrir en menor proporcion los efectos
perjudiciales de la peroxidacion lipidica al encontrarse en un medio limpio de restos
celulares y con los componentes necesarios para su activacion (cafeina, BSA, calcio).
Esto podria determinar la mayor incidencia de polispermia observada en dichos grupos.
De todas formas, se tiene muy poca informacién acerca de como afectan los restos del
metabolismo celular a la penetracion espermatica, por lo que se requieren sucesivos
estudios para poder explicar las elevadas tasas de penetraciones polispérmicas obtenidas

en este trabajo.

Las consecuencias de estos elevados porcentajes de penetraciones polispérmicas
en los dos primeros grupos se vieron reflejadas en los rendimientos de FIV obtenidos,
siendo éstos significativamente inferiores a los conseguidos en el grupo control (27% y

29% vs. 49%, respectivamente). Estas diferencias, sin embargo, no se reflejaron en el



desarrollo embrionario, tanto a nivel del porcentaje de embriones divididos (40-50%),
como a nivel del porcentaje de embriones en estadio de blastocisto (17-25%), aunque el
grupo control fue el que mostro el mayor desarrollo de blastocistos (25%). Cabe destacar,
que en el grupo de menor tiempo de coincubacion (10 minutos), a pesar de que el
rendimiento de la FIV fue del 27%, se obtuvo un 21°5% de embriones en estadio de
blastocisto, lo cual representa aproximadamente una efectividad del 80%. Esta
efectividad fue netamente superior a la alcanzada en los grupos de 60 minutos y 6 horas
(aproximadamente del 50% en ambos). Seria interesante comprobar qué porcentaje de
blastocistos fueron monospérmicos, puesto que cabe la posibilidad de que al no estar en
contacto con sustancias toxicas, los ovocitos penetrados monospérmicamente tuvieran
mas capacidad para alcanzar el estadio de blastocisto que los que han estado expuestos a

restos del metabolismo celular.



Conclusiones



6. CONCLUSIONES

1.- Cuando se utiliza un ratio de 2.000 espermatozoides por ovocito, un volumen de
medio de cocultivo de 0’1 ml ofrece mejores resultados de fecundacion y desarrollo

embrionario que un volumen de 2 ml.

2.- El numero de ovocitos presentes en el cocultivo no influye significativamente sobre
los rendimientos de la fecundacion in vitro, pero si afecta a la formacion de blastocistos,
obteniéndose los resultados més bajos cuando se cocultivan grupos de 15 ovocitos en

presencia de 2.000 espermatozoides por ovocito.

3.- Bajo nuestras condiciones in vitro, la utilizacién de ovocitos madurados in vitro y
rodeados por las células del ctimulus durante el cocultivo determina un menor
rendimiento de la fecundacion in vitro, independientemente del ratio
espermatozoides:ovocito empleado (2.000-8.000), en comparacion al obtenido con
ovocitos denudados e inseminados con 2.000 espermatozoides:ovocito. Sin embargo, este
menor rendimiento no se vio reflejado en una disminucion del desarrollo embrionario en

los grupos inseminados con 6.000 y 8.000 espermatozoides por ovocito.

4.- La exposicion de los ovocitos a los espermatozoides durante tan sélo 10 6 30 minutos
y su posterior cultivo en medio de fecundaciéon hasta 6 horas produce un menor
rendimiento de la fecundacidén in vitro, como consecuencia de un aumento de los
porcentajes de ovocitos penetrados por mas de un espermatozoide, que cuando se utiliza
un periodo de 6 horas como tiempo de cocultivo. Sin embargo, el menor rendimiento no

determind una disminucion del desarrollo embrionario.

5.- En nuestro sistema in vitro, un volumen de cocultivo de 0’1 ml, un nimero de
ovocitos denudados durante el cocultivo de 30, un tiempo de cocultivo de 6 horas y un
ratio espermatozoides:ovocito de 2.000:1 pueden ser consideradas como las condiciones

mas aceptables.



Resumen

7. RESUMEN



La produccién in vitro de embriones porcinos ha sido conseguida en varios
laboratorios, aunque con una efectividad ain muy limitada. La incidencia de las
penetraciones polispérmicas en los sistemas de FIV porcinas sigue siendo excesivamente
elevada impidiendo asi la obtencion de un nimero aceptable de embriones viables. Para
reducirla, se ha intentado imitar las condiciones fisiol6gicas que soportan los gametos,
pero, poco se ha investigado sobre la influencia de diferentes condiciones de cocultivo in
vitro. Los objetivos del presente trabajo experimental han sido estudiar: 1) el efecto de
diferentes volimenes de medio y de diferente nimero de ovocitos, 2) el efecto de la
presencia de las células del camulus y 3) el efecto de una disminucion del tiempo de
exposicion de los ovocitos a los espermatozoides, durante el cocultivo sobre los

parametros de fecundacion y posterior desarrollo embrionario in vitro.

Para la realizacion del presente trabajo ovocitos rodeados por al menos dos capas
de células del cumulus y con ooplasma uniforme, obtenidos a partir de ovarios de cerdas
prepuberales sacrificadas en un matadero industrial, fueron madurados in vitro durante
40-48 horas en TCM-199m, inseminados en medio TBMm con espermatozoides
criopreservados-descongelados (durante 6 horas excepto en la experiencia 4) y cultivados
en NCSU-23.

En la primera experiencia, se ha efectuado un estudio factorial (3x3) para evaluar
el efecto de tres volimenes de medio de cocultivo (2 ml, 1 mly 0’1 ml) y de tres nimeros
de ovocitos en el cocultivo (50, 30 y 15) sobre los parametros de fecundacion, utilizando
una concentraciéon constante de espermatozoides de 6x10° esperm/ml. Se utilizaron un
total de 987 ovocitos denudados, revelandose un efecto significativo del volumen de
medio, del nimero de ovocitos y de la interaccion de ambos factores sobre los porcentajes
de penetracion, monospermia y del rendimiento obtenido (P<0’002 al menos). Los
mejores rendimientos se obtuvieron con volumenes de 0’1 ml y 30-50 ovocitos durante el
cocultivo (49°87+1°81% y 44°23+1°82%, respectivamente).

En la segunda experiencia, se estudio, mediante un disefo factorial 3x3, el efecto
de tres volumenes de cocultivo (2 ml, 1 ml y 0’1 ml) y de tres numeros de ovocitos

durante el cocultivo (50, 30 y 15) sobre los pardmetros de fecundacion y desarrollo



embrionario, utilizando un ratio de 2.000 espermatozoides:ovocito. En esta experiencia se
utilizaron un total de 2.732 ovocitos denudados. No se aprecid6 una interaccion
significativa entre el volumen y el nimero de ovocitos en el cocultivo en ninguno de los
pardmetros estudiado. En cuanto al volumen de medio, se reveld un efecto significativo
sobre los parametros de penetracion, rendimiento y desarrollo embrionario hasta el
estadio de blastocisto, obteniéndose los mejores resultados con el volumen de 0’1 ml
(74°17£2°68%, 45°94+2°23% y 29°381+2°66%, respectivamente). Segin el numero de
ovocitos utilizados en el cocultivo se produjo un efecto significativo sobre las tasas de
penetracion (P<0°001), sobre el nimero medio de espermatozoides por ovocito (P<0’034)
y sobre el porcentaje final de blastocistos (P<0’031) obteniéndose los mejores resultados
de penetracion en el grupo de 50 ovocitos por placa (76°33£1°99%) y de formacion de
blastocistos en el de 30 ovocitos (24°57+2°85%, 28°14+2°32% y 19°79+£1°56% para 50,

30 y 15 ovocitos/placa, respectivamente).

En la experiencia 3, sobre un total de 2.546 ovocitos, se estudio la penetrabilidad
y capacidad de desarrollo embrionario de ovocitos rodeados por las células del cumulus
cuando estos fueron fecundados con diferentes ratios espermatozoides:ovocito (2.000:1,
3.000:1, 4.000:1, 6.000:1 y 8.000:1) utilizando como condiciones de cocultivo 0’1 ml de
medio, 30 ovocitos/placa de fecundacion y 6 horas de duraciéon de cocultivo y como
grupo control ovocitos denudados y fecundados con 2.000 espermatozoides:ovocito. La
penetrabilidad de los ovocitos aument6 (P<0’°05) a medida que se incremento6 el ratio
espermatozoides:ovocito, alcanzandose los valores mas elevados y similares al grupo
control con el ratio 8.000:1 (72°14+£6°48%), al contrario que la monospermia, donde los
indices mas elevados se obtuvieron con los ratios mas bajos (82°59%-94’85%). Por este
motivo, en los resultados de rendimiento no se encontraron diferencias significativas
entre los distintos grupos con células del cimulus, estando los valores comprendidos
entre el 20% y el 30%, y siendo significativamente inferiores (P<0’007) a los obtenidos
en el grupo control, en el cual se obtuvo un rendimiento cercano al 45%. En cuanto al
desarrollo embrionario, el grupo control fue el que alcanzo6 resultados superiores, aunque

no significativamente diferentes de los grupos de 6.000 y 8.000 espermatozoides/ovocito.

En la cuarta experiencia, para estudiar el efecto de diferentes tiempos de contacto

espermatozoides-ovocitos (10 minutos, 30 minutos y 60 minutos) sobre los parametros de



fecundacion y desarrollo embrionario, un total de 1.596 ovocitos denudados fueron
fecundados con 2.000 espermatozoides:ovocito, utilizando como condiciones de cocultivo
0’1 ml de medio y 30 ovocitos/placa de fecundacion, y como grupo control ovocitos
cocultivados durante 6 horas. En los resultados obtenidos no se observaron diferencias
significativas en cuanto a las tasas de penetracion entre los distintos grupos, aunque el
porcentaje de ovocitos penetrados monospérmicamente aumentd significativamente
(P<0’04) a medida que aumentaba el tiempo de contacto (40°84+2°09%, 47°16£5°61%,
63°89+4°42% y 72°31+2°61% para los grupos coincubados 10 minutos, 30 minutos, 60
minutos y 6 horas, respectivamente), de forma que el rendimiento final fue inferior
significativamente en los grupos de 10 y 30 minutos con respecto al grupo control. Sin
embargo y pese a estas diferencias en el rendimiento de la fecundacion, no existieron
diferencias significativas en los porcentajes de desarrollo embrionario hasta el estadio de

blastocisto.



Summary



8. SUMMARY

Research progress in the in vitro production of porcine embryos has been made in
several laboratories by modification of conditions during IVM/IVF/IVC. However, the
efficiency of production of in vitro blastocyst and offspring still remains relatively low
due in part to the hig incidence of polyspermy penetration. It is not known if the
abnormally high incidence of polyspermy is related to conditions at the time of male and
female gametes co-incubation. Thus, the aims of this study was to determine: 1) the effect
of the volume of co-incubation medium (VM) and the number of oocytes (NOOC), 2) the
effect of cumulus cells during IVF and 3) effect of short-times that oocytes are exposed to

the sperm during IVF on the efficiency of pig IVF.

For this study oocytes surrounded by a compact cumulus mass and with an evenly
granulated cytoplasm, recovered from the ovaries of slaughtered prepubertal gilts were
matured in TCM199m (40-48 hours), inseminated in TBMm with frozen-thawed
spermatozoa (for 6 hours except in experiment 4) and cultured for embryo development
in NCSU23.

To reach the first objetive, (experiment 1), 987 denuded oocytes were transfered
to (2 ml, 1 ml and 0’1 ml of IVF medium) in 50, 30 and 15 oocytes groups, inseminated
with 6x10° sperm/ml, in a 3 x 3 factorial experiment. Significal differences were found in
penetration, monospermy and efficiency rates with volume of medium, number of oocytes
and interactions (P<0’002 at least). The low volume, 0’1 ml with 30-50 oocytes showed
the highest efficiency rates (49°87+1°81% and 44°23+1°82%, respectively). Due to the
interactions between factors and the high sperm concentration, 2.732 matured oocytes
were denuded and inseminated with the same conditions (three volume of IVF medium,
and three numbers of oocytes during the coincubation) with 2.000 sperm:oocyte
(experiment 2). A significal increase in penetration, efficiency and embryo development
to the blastocyst stage rates was observed with the low volume, 0’1 ml (74°17+2°68%,
45°94+2°23% and 29°38+2°66%, respectively). With the number of oocytes, significal
differences were observed in penetration rate (P<0’001), the mean number of
spermatozoa in penetrated oocytes (P<0’°034) and the blastocys formation (P<0°031), 50
oocytes showed the highest penetration rate (76°33+1°99%) and with 30 oocytes the



highest blastocyst formation (24°57+2°85%, 28°14£2°32% and 19°79+1°56%, 50, 30 and

15 oocytes, respectively).

To evaluate the effect of the presence of cumulus cells during IVF, matured
oocytes surrounded by cumulus cells, were inseminated with different
espermatozoa:oocytes rates (2.000:1, 3.000:1, 4.000:1, 6.000:1 and 8.000:1), in 0’1 ml of
volume IVF medium, with 30 oocytes. Denuded matured oocytes inseminated with 2.000
spermatozoa:oocyte were the control group. In all the studied groups the penetration rate
increased with the sperm:oocyte ratio, reaching the highest rates like the control group
with 8.000:1 sperm:oocyte (72°14+6°48%), however, the monospermy was highest with
the lower sperm:oocyte rates (82°59%-94’85%). The rate of efficiency was no
significantly affected between all the cumulus cells groups (20%-30%), and significantly
lower than the control group (45%, P<0’007). The embryo development was highest in
the control group but no significantly with the 6.000:1 and 8.000:1 espermatozoa:oocyte

groups.

Finally, to determine whether the efficiency of in vitro pig embryo production
could be increased by reducing the time that oocytes are exposed to the sperm during
IVF, groups of 30 matured denuded oocytes, in 0’1 ml of IVF volume medium, were
exposed to the same sperm:oocyte rate (2.000:1) for 10 min, 30 min., 60 min. and then
transfered with the zona-bound sperm to a second droplet (containing no sperm) until 6
hours (control). The penetration rates weren’t significantly differences between groups
and the control group, however the monospermy rate was highest significatly (P<0°04)
increasing the coincubation time (40°84+2°09%, 47°16+£5°61%, 63°89+4°42% and
72°31£2°61 for 10min, 30 min, 60 min and control group respectively), thus the
efficiency of IVF was significantly lower in 10 and 30 min groups than the control.
However, there weren't significantly differences in blastocyst formation rates between all

groups and the control group.
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ADN Acido desoxirribonucleico

AMPc Adenosinmonofosfato ciclico
BECM Beltsville Embryo Culture Medium

BF5 Belstville F5

BLASTO Blastocistos

BMOC Brinster Modified Oocyte Culture

BO Brackett Oliphant Medio de Brackett y Oliphant
BSA Albimina sérica bovina

BTS Belstville Thawing Solution

Clv Cultivo in vitro

CcocC Complejos cimulus-ovocito
CZB Chalot-Ziomec-Bavister

dbcAMP Dibutiril adenosinmonofosfato ciclico
DE Desarrollo embrionario

DIV Division

EDTA Acido etilendiamino tetra-acético
EGF Factor de crecimiento epidérmico
EO N° medio de espermatozoides por

ovocito penetrado

Esperm Espermatozoides
Espz Espermatozoide
FCS Fetal calf serum Suero fetal bovino
FFp Fluido folicular porcino
FIV Fecundacion in vitro
FSH
Hormona foliculo estimulante
FSP Folicular shell pieces Células de la granulosa y de la teca
GRGDSP Secuencia sintética de los péptidos
Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro
hCG Gonadotropina corionica humana
HEPES N-[2-Hidroxietil]piperacina-N]-[2-

acido etanolsulfonico]



IGF-I
ISU
KRB
LEY
LEYGO

LH
MC
MCE

MF
MII
MIV
MLE

MLO
MM

MN
MONOSP
MPGF

MT

mWM

NCSU

NOOC

OMI

ovo

PBSDm

Idowa State University

modified Whitten’s Medium
North Caroline State University

Factor de crecimiento insulinico

Krebs Ringer bicarbonato
Lactosa-yema
Lactosa-yema-glicerol-Orvus Es
Paste

Hormona luteinizante
Maduracion citoplasmatica
Medio de cultivo in vitro de
embriones

Medio de fecundacion in vitro
Metafase 11

Maduracion in vitro

Medio de lavado de los
espermatozoides

Medio de lavado de ovocitos
Medio de maduracién in vitro
Maduracién nuclear

Monospermia

Factor promotor del crecimiento del

prontcleo masculino
Medio de transporte y lavado de

ovarios

Numero de ovocitos por placa de

cocultivo

Factor inhibidor de la meiosis
Ovocito

Probabilidad

Soluciodn salina fosfatada de Dulbecco

modificada



PEN

PF

PNM
PVA
RENDIM
RGD

ROS
TBMm
TES

TIMP-1

TLH
TLP-PVA

TRIS
UuuT
VG
VM

Tissui inhibitor of Matrix

Metalloproteinase-1

Penetrados

Parametros de fecundacion
Prontcleo masculino
Polivinil alcohol

Rendimiento

Secuencia sintética de péptidos Arg-

Gly-Asp

Sustancias oxigeno reactivas
Medio Tris buffered modificado
N-tris (hidroximetil) metil-2-

aminoetano acido sulfonico

Tirode-Lactato-Hepes
Tirode-Lactato-Piruvato-
Polivinilalcohol
(Hidroximetil) amino metano
Union Gtero-tubarica
Vesicula germinal

Volumen de medio de cocultivo
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