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1. INTRODUCCION

Los avances experimentados en el campo de la Biotecnologia de la
Reproduccién, especialmente en las dos ultimas décadas, han sido considerables.
Entre ellos, la posibilidad de obtener animales modificados genéticamente abre
numerosas expectativas a la comunidad biomédica. El empleo del cerdo, en
sustitucion de los roedores, como animal “modelo” por su mayor tamano (Wall et al.,
1997) y sus caracteristicas fisiolégicas mas cercanas a la especie humana esta
incrementando la demanda de embriones porcinos para acometer distintos programas
de tecnologia transgénica. Sin embargo, a pesar de este alentador futuro en campos
como los xenotransplantes o la transgénesis, la obtencion in vitro de embriones
porcinos viables cuenta hoy en dia con algunas limitaciones y un rendimiento final de
la técnica que podriamos calificar de medio-bajo (entre el 30-40% de blastocistos).

La produccion in vitro efectiva de embriones porcinos normales nos permitiria
obtener no sélo material para aplicaciones genéticas, sino también descubrir
informacion sobre los mecanismos basicos de la fecundacion y el desarrollo
embrionario. En la especie porcina, la polispermia es uno de los mayores problemas
asociados a la fecundacién in vitro (FIV; Funahashi y Day, 1997) ya que supone una
condicién letal en los embriones de mamiferos (Hunter, 1976). Lamentablemente,
aunque los intentos que se han ejecutado para superar esta contrariedad han sido, y
continuan siendo, numerosos (Coy et al., 1993a; Niwa, 1993; Nagai, 1994; Funahashi
y Day, 1997; Funahashi y Nagai, 2001), todavia no se dispone de un sistema de FIV
porcina que pueda producir repetidamente bajos ratios de polispermia (Suzuki et al.,
2000).

Entre las causas in vitro de la polispermia se ha atribuido un “fallo” en la
llamada “reaccién de zona”. Por este mecanismo, cuando el espermatozoide contacta
con la zona pelucida del ovocito (ZP), el contenido de los granulos corticales (GC) es
liberado al espacio perivitelino modificando los receptores de la ZP y bloqueando la
entrada adicional de espermatozoides. Este “fallo” se ha atribuido a distintas causas,
entre ellas un retraso en la propia reaccion de zona (Sathananthan y Trounson, 1892),
una falta de dispersion del contenido cortical en el espacio perivitelino (Cran y Cheng,
1986) o una incorrecta maduracion citoplasmatica del ovocito (Galeati et al., 1991;
Niwa 1993).
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Parece obvio que se impone la necesidad de realizar estudios sobre aquellos
factores que pudieran mejorar estos resultados profundizando en el efecto que tienen
sobre los gametos asi como sobre el posterior desarrollo embrionario temprano.
Ademas, no deberia perderse de vista la idoneidad de realizar todos estos futuros
estudios con semen congelado-descongelado debido a la posibilidad que ofrece su
empleo a la hora de estandarizar condiciones entre los distintos laboratorios (Nagai et
al., 1988; Wang et al., 1991) y su posterior comparacion de resultados. Ademas se ha
sugerido que el semen crioconservado aporta mejores resultados de monospermia
(Zheng et al., 1992) e incluso los espermatozoides de epididimo congelados-
descongelados podrian ofrecer ventajas frente al semen eyaculado tal y como ya han
sugerido algunos autores (Rath y Niemann, 1997).

Las revisiones sobre FIV en la especie porcina en los ultimos anos apuntan a la
necesidad de realizar nuevos estudios sobre las caracteristicas del proceso de
fecundacion en si para resolver el problema persistente de la polispermia asi como
para mejorar los resultados del cultivo de embriones. Algunos equipos ya han
propuesto la necesidad de profundizar en el “desfase” existente entre las condiciones
de laboratorio con respecto a las fisiologicas (Leese, 1988; Coy et al., 1993a; Martus et
al., 1998) como via para mejorar los resultados. Este desajuste entre las condiciones
in vivo vs. in vitro sugiere la conveniencia de realizar nuevos estudios a dos niveles:
por un lado en el ambito de medios de cultivo, bien estudiando la posibilidad de
formular nuevos medios para FIV o bien adecuando los ya existentes y, por otro,
emprendiendo el estudio del microambiente celular que existe en los momentos
cercanos a la fecundacién con la participacién tanto del epitelio oviductal como de las
células foliculares que rodean al ovocito.

Centrandonos en el segundo aspecto, hace mas de una década que se
introdujo en los sistemas de cultivo la presencia de células oviductales como
herramienta para tratar de aproximar o imitar las condiciones del laboratorio a las que
los gametos encuentran en el oviducto (Nagai y Moor, 1990). De este modo, los
cultivos in vitro de células oviductales se han empleado, en distintos momentos de la
FIV (Nagai y Moor, 1990; Kano et al., 1994; Dubuc y Sirard, 1995), con las células bajo
distintas condiciones (Nagai y Moor, 1990; Kano et al., 1994; Dubuc y Sirard, 1996),
procedentes de distintas partes del oviducto (Suarez et al.,, 1991; Dubuc y Sirard,
1996; Fazeli et al., 1999) o de distintos estadios del ciclo reproductivo (Techakumphu y
Srianan, 1994; Vatzias y Hagen, 1999). En general las células oviductales incrementan
la penetrabilidad y parecen tener, segun algunos autores, un efecto favorecedor de la
monospermia (Nagai y Moor, 1990; Dubuc y Sirard, 1996). Sin embargo, hasta la
fecha, el posible efecto de estas células durante el proceso de fecundacién sobre el
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posterior desarrollo embrionario temprano, el endurecimiento de la zona pellcida o el
posible efecto sobre la exocitosis de los granulos corticales no estda documentado.
Ademas, parecen existir diferencias de comportamiento segun el tipo de
espermatozoides empleados (eyaculados frescos vs. eyaculados congelados) que
podrian modificar los resultados de penetrabilidad (Romar et al., 2001) careciéndose
de referencias si se emplean espermatozoides de epididimo.

Con respecto a las células del cumulus oophorus aunque todos los autores
parecen coincidir en que son necesarias a lo largo del proceso de maduracion in vitro
(MIV) de los ovocitos para una adecuada maduracion citoplasmatica y favorecer la
posterior formacion del pronucleo masculino (Funahashi y Day, 1997) no parece
ocurrir lo mismo con los estudios en FIV. Aunque en condiciones in vivo los ovocitos
porcinos entran en el oviducto y son fecundados rodeados por sus células del
cumulus, actualmente existe una controversia sobre la adecuacién del empleo para
FIV de ovocitos denudados o rodeados por una parte de sus células del cumulus
oophorus debido a los resultados contradictorios alcanzados por los distintos autores
(Kikuchi et al., 1993; Wang et al., 1994; Ka et al., 1997; Campos et al., 2001). Ademas,
estos trabajos han sido llevados a cabo deteniendo el proceso tras la fecundacion, por
lo que carecemos de datos sobre la ulterior calidad de los embriones procedentes de
ovocitos fecundados en presencia o ausencia de células del camulus. Igualmente, los
estudios del papel del cumulus sobre una posible modificacion de las caracteristicas
de la zona pellucida en la especie porcina no son tan numerosos como en otras
especies (por ejemplo, roedores) y aunque si existen interesantes estudios sobre el
efecto del cumulus sobre los granulos corticales durante el periodo de MIV (Galeati et
al.,, 1991), lamentablemente no ocurre lo mismo en los momentos cercanos a la
fecundacion.

Resumiendo, aunque no podemos decir que el efecto de ambos tipos celulares
no haya sido analizado en mayor o menor grado, si es cierto que su posible papel
sobre parametros biolégicos como el desarrollo embrionario temprano, la resistencia
de la ZP o la densidad vy distribucion de los GC (ambos implicados en la reaccion de
zona y la prevencion efectiva de la polispermia), se han mantenido practica o
totalmente al margen. Por todo ello, los objetivos de este trabajo experimental han sido
los siguientes:

1) Caracterizar la pureza del cultivo celular procedente de la obtencion de
células oviductales de animales prepuberes mediante un método enzimatico.
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2) Estudiar el efecto de las células oviductales y del cumulus oophorus antes y
durante la fecundacién in vitro sobre los resultados de la misma y el posterior
desarrollo embrionario in vitro empleando espermatozoides epididimarios congelados-
descongelados.

3) Analizar el efecto de la presencia de las células oviductales y del cumulus
oophorus antes y durante la fecundacion in vitro sobre la posterior resistencia de la
zona pelucida de los ovocitos a la digestibn enzimatica, con el mismo tipo de
espermatozoides.

4) Estudiar el papel de las células oviductales y del cumulus sobre la
distribucion y densidad de los granulos corticales antes y durante de la fecundacién in
vitro con espermatozoides epididimarios crioconservados.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 SITUACION ACTUAL Y PROBLEMATICA DE LA FECUNDACION IN
VITRO (FIV) PORCINA

En la especie porcina la primera obtencion de descendencia viva mediante
fecundacion in vitro (FIV) se llevd a cabo hace 16 afos (Cheng, 1985) y desde
entonces distintos laboratorios han registrado el nacimiento de lechones bajo distintas
condiciones experimentales (Mattioli et al., 1989; Yoshida et al., 1993a). Sin embargo,
todavia existen una serie de problemas asociados a esta especie que impiden que el
rendimiento de los sistemas actuales de FIV sea plenamente satisfactorio.

Los dos problemas clasicos que han acompafado a la FIV en la especie
porcina han sido los bajos porcentajes de formacién de prondcleo masculino (PNM)
tras la fecundacion y la polispermia, que en esta especie sigue siendo elevada.

Actualmente, podemos decir que el primero de los obstaculos se considera
resuelto (Funahashi y Day, 1997) gracias a las sucesivas modificaciones y mejoras de
los medios empleados para la maduracion in vitro (MIV) tales como la eliminacion del
suero fetal bovino (Naito et al., 1988; Funahashi y Day, 1993a), la suplementacion con
fluido folicular porcino (Naito et al., 1988) y cisteina (Yoshida et al., 1992), asi como el
ajuste de los suplementos hormonales durante la MIV (Funahashi y Day, 1993b).

Por lo que respecta a la polispermia, ésta ha sido resuelta sélo parcialmente
gracias a la reduccién del numero de espermatozoides capacitados puestos en
contacto con los ovocitos, pero contintia siendo el principal obstaculo para la obtencion
de cigotos viables, y posteriormente embriones, y permanece como la principal causa
del bajo rendimiento de los sistemas de FIV porcina. Obviamente, los estudios que en
los ultimos anos han ahondado en la busqueda de la(s) posible(s) causa(s) de este
problema han sido numerosos y a continuacion intentaremos resumirlos brevemente.

Entre los motivos clasicos de la polispermia se han citado la inadecuada MIV
de los ovocitos, que les llevaria a sufrir una incorrecta reaccién cortical posibilitando la
entrada de espermatozoides adicionales en el citoplasma (Galeati et al., 1991; Niwa,
1993), el excesivo numero de espermatozoides que alcanzan los ovocitos durante la
FIV (Hunter y Nichol, 1988) o, tal y como ya vienen sugiriendo algunos autores, las
diferencias existentes entre las condiciones in vitro vs. in vivo (Leese, 1988; Coy et al.,
1993a). Con respecto a la primera de las razones, un reciente estudio mostrd que los
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ovocitos porcinos madurados in vitro y posteriormente transferidos a cerdas receptoras
son capaces de ser fecundados correctamente dando lugar a descendencia viva (Coy
et al.,, 1999). Ademas, el problema de la polispermia también se ha referido por
aquellos autores que han trabajado con ovocitos madurados in vivo (Coy et al., 1993a)
sin que, por lo tanto, la MIV parezca ser la causa principal de la misma.

La segunda causa, el excesivo numero de espermatozoides durante la FIV,
parece légica ya que en condiciones in vivo también se ha observado polispermia
cuando se deposita en el interior de los oviductos un numero elevado de
espermatozoides (Hunter y Nichol, 1988). Ademas son numerosos los estudios que
han demostrado la relacién directamente proporcional entre la polispermia y la elevada
concentracion espermatica experimental. Por este motivo, el ajuste de dicha
concentracién es de gran importancia en los sistemas de FIV porcina e incluso algunos
investigadores abogan por ajustar de forma mas precisa el numero de
espermatozoides expresandose en términos de ratio espermatozoides/ovocito (Rath y
Niemann, 1997).

Por ultimo, el analisis de las diferencias entre las condiciones in vivo y las del
laboratorio parece ser uno de los posibles caminos para un futuro deselance positivo.
En este sentido nos encontramos, por una parte, con la distinta composicién de los
medios de cultivo artificiales frente al medio de cultivo fisiologico (el fluido oviductal) vy,
por otra, con el microambiente celular que rodea a los gametos en el oviducto y que no
se imita en el laboratorio. La investigacion de las condiciones que rodean al momento
de la FIV y la comparacion con los sucesos in vivo arrojaria pistas cruciales sobre el
comportamiento y necesidades de los gametos y asi se resolverian, o al menos se
minimizarian, problemas como el de la capacitacién espermatica, la polispermia o el
desarrollo embrionario. Ademas, se podria decir que es necesaria la realizacion de
estos estudios in vitro con semen crioconservado por las numerosas ventajas que
presenta el uso repetido de espermatozoides con las mismas caracteristicas para FIV
(comparacién de resultados entre distintos laboratorios, eliminacién de la variabilidad
entre eyaculados, etc). Hace ya mas de una década que Nagai et al. (1988)
observaron con éxito la capacidad de los ovocitos porcinos (madurados in vivo e in
vitro) de ser penetrados in vitro por espermatozoides crioconservados de epididimo v,
recientemente, Rath y Niemann (1997) encontraron mayores ventajas en el empleo de
espermatozoides epididimarios frente a eyaculados procedentes del mismo verraco.
Sin embargo, hay que tener en cuenta el dafo celular que sufren los espermatozoides
en el proceso de congelacion-descongelacion lo que puede alterar las condiciones de
fecundacion (Holt, 2000; Watson, 2000).
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2.2 POSIBLES VIAS DE ABORDAR EL PROBLEMA

Una vez planteada la situacion actual de la FIV en la especie porcina, podemos
decir que las posibles vias de profundizar en la problematica implicarian la realizacion
de nuevos trabajos a nivel bioquimico y a nivel celular. Aunque en este estudio nos
hemos planteado ahondar en el apartado celular, hemos considerado oportuno realizar
igualmente un breve analisis de las investigaciones a nivel bioquimico para una mejor
comprension del tema.

2.2.1 Estudios a nivel bioquimico y/o molecular

Dentro de este apartado incluiremos tanto el fluido oviductal, como medio
fisioldgico donde acontece la fecundacion y el desarrollo embrionario temprano, como
los medios de cultivo empleados en el laboratorio.

2.2.1.1 Fluido oviductal

El oviducto no es simplemente un conducto por donde pasan los ovocitos y
espermatozoides sino que ademas proporciona el medio ambiente adecuado para los
gametos y cigotos en desarrollo gracias a su fluido luminal, el fluido oviductal (FO;
Beier, 1974). Debido a que los datos en porcino no son numerosos, en este apartado
nos referiremos a mamiferos en general.

Los andlisis quimicos indican que el FO es una compleja mezcla de
constituyentes derivados del plasma sanguineo, a través de una trasudacion selectiva,
y de proteinas oviductales especificas (Beier, 1974; Harper, 1988; Leese, 1988),
aunque no deben olvidarse otras fuentes procedentes del contenido de los foliculos de
Graaf liberado en la ovulacion, el fluido peritoneal en especies carentes de bolsa
ovarica y el fluido uterino cuando el movimiento de reflujo del liquido a través de la
unién utero tubarica es posible (Hunter, 1988). De este modo, el FO no es Unicamente
un ultrafiltrado de plasma sino que ciertos componentes estan presentes en diferentes
concentraciones a aquellos del plasma. Ademas, su composicion varia segun el
estadio del ciclo ovarico, estando controlada por las hormonas ovaricas esteroides, por
lo que al investigar la composicion bioquimica del FO durante las distintas fases del
ciclo estral y los estadios de preimplantacion, se observa un espectro de patrones
tiempo-especificos diferentes existiendo diferencias ciclicas (Cox y Leese, 1997;
Hunter, 1988). Estas modificaciones se observan igualmente en las caracteristicas
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fisicoquimicas del FO como son el volumen, pH, osmolaridad, viscosidad, etc. Estas
fluctuaciones no solo ocurren dentro del oviducto en su conjunto sino que ya a finales
de los 70, Biggers y Borland (1976) realizaron analisis regionales del FO demostrando
que, en efecto, existen distintos microambientes dentro de este 6rgano.

Dentro de los componentes del FO podemos hablar, de una forma simplificada,
de compuestos organicos (proteinas, enzimas, aminoacidos, compuestos energéticos
y hormonas) y electrolitos (iones).

Las proteinas han sido analizadas basicamente mediante electroforesis
observandose que la mayoria de los constituyentes proteicos del FO son
consecuencia de un trasudado de suero sanguineo (Beier, 1974; Hunter, 1988)
aunque existen ciertas proteinas especificas de la secrecion oviductal, de tipo
glicoproteico, que son de una gran importancia como veremos mas adelante. Aunque
las proteinas plasmaticas explican la mayoria del contenido proteico del FO, su
concentracion es usualmente baja si se compara con la de la sangre, suponiendo sélo
el 5-10% de la encontrada en suero (Hunter, 1988; Leese 1988), alcanzando su
maximo en el momento de la ovulacién y consistiendo predominantemente en
albumina, B-globulina y y-globulina (Harper, 1988). Oliphant et al. (1978) mostraron
que la capacidad de las proteinas séricas de entrar en el lumen oviductal varia
inversamente con su tamano molecular.

De las proteinas sintetizadas en el propio oviducto, se ha podido demostrar que
el epitelio oviductal de coneja sintetiza en cultivo un pequefio numero de glicoproteinas
sulfatadas idénticas a las encontradas en el FO (Barr y Oliphant, 1981). El hecho de
que pudieran ser sintetizadas por un epitelio aislado indica su origen no-plasmatico en
el FO vy los resultados sugieren que las glicoproteinas estan presentes en los granulos
secretores dentro de las células secretoras estando su formacién controlada por el
estradiol y su liberacion por la progesterona (Leese, 1988).

Por lo que se refiere a las enzimas, son diversas las que pueden detectarse
histoquimicamente en el epitelio oviductal (Fredricsson, 1969) y entre las que podrian
jugar un papel importante en los sucesos de fecundacion se han identificado la
fosfatasa alcalina, amilasa y lactato deshidrogenasa en la especie humana;
diesterasas y lisozimas en coneja o inhibidores de las proteasas en mona rhesus y
coneja (Aitken, 1979; Mastroianni y Go, 1979). En comparacion con sus
concentraciones en sangre, muchas enzimas se encuentran a menores niveles en el
FO (Hunter, 1988).
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En muchas especies, la concentracion de aminoacidos presentes en el FO es
inferior a la del plasma con excepcion de la yegua (Leese, 1988). Tanto en la cerda
(Iritani et al., 1974) como en la oveja (Menezo, 1975) el aminoacido predominante en
el FO es la glicina.

Se ha documentado un amplio rango de sustratos energéticos en el FO y
entre los mas frecuentemente dilucidados en animales de experimentacion se
encuentran el piruvato, el lactato, la glucosa y el glucégeno. Las concentraciones de
estos nutrientes en el FO estan todas considerablemente por debajo de sus
concentraciones en plasma lo que sugiere que su paso a través del oviducto se
establece por difusion mas que por transporte activo (Leese, 1988). Se piensa que
estos componentes estan involucrados en el soporte metabdlico de los gametos y/o de
los embriones en el estadio de preimplantacién (Brinster, 1973; Biggers y Borland,
1976). Al igual que el resto de componentes no electrolitos, los sustratos energéticos
varian en su concentracién en las distintas fases del ciclo estral.

Muchas de las mediciones, hasta la fecha, sobre los mensajeros quimicos
presentes en el FO han detectado hormonas esteroides y prostaglandinas, pero hay
evidencias también sobre la existencia de prolactina, gonadotropinas y varios péptidos
hormonales (Hunter, 1988). Evidentemente su concentracion varia dependiendo del
ciclo estral pero la fuente de hormonas esteroides (y otras) en el FO esta abierta a
debate. Aunque es probable que estas pequenas moléculas deriven principalmente del
trasudado sanguineo, las contribuciones del fluido peritoneal, fluido folicular ovarico,
células de la granulosa y de los propios embriones no pueden ser olvidadas (Hunter,
1988). En cuanto a su papel en el FO, ha sido ampliamente documentado que los
esteroides influyen directamente sobre los espermatozoides (Ericsson et al., 1967) e
igualmente en el desarrollo de los embriones, al menos durante el cultivo in vitro
(Edwards, 1980).

Por su parte, los electrolitos son los principales responsables de mantener la
osmolaridad y pH del FO, pero algunos aniones y cationes podrian tener funciones
especificas. Por ejemplo, el hecho de que durante los primeros dias de la implantacion
embrionaria exista un medio ambiente con altos niveles de K* y bicarbonato ha sido
comentado con frecuencia (revisado por Leese, 1988). Las mediciones de iones calcio,
sodio, potasio y otros con espectrofotometria de absorcion atomica presentan
evidencias claras de que sus concentraciones en el FO son diferentes al suero
sanguineo. Como podria esperarse, el Na* es el principal cation y el CI" el principal
anion (Hunter, 1988) y, aunque ambos elementos estan en menor concentracion que
en el suero, el contenido de Ca®* en el FO de coneja, mono rhesus y mujer aumenta

11



Revisién bibliografica

después de la ovulacién (Holmdahl y Mastroianni, 1965; Lippes, 1979). En general, el
FO de las distintas especies posee una concentracion de K* significativamente mayor
y una concentraciéon de Ca®* significativamente menor que el plasma sanguineo
(Leese, 1988). Burkman et al. (1984) opinan que esta elevada concentracion de iones
potasio podria estar involucrada en la inhibicién de la motilidad espermatica en la parte
baja del istmo de la coneja mientras que Murdoch y White (1971) encontraron que las
elevadas concentraciones de K" disminuyen el consumo de oxigeno y la glicolisis de
los espermatozoides de carnero.

En bovino, Grippo et al. (1992) destacan que las maximas concentraciones de
Ca?* en el FO del istmo y de la ampolla se alcanzan en los dias de estro y de
ovulacién. Por su parte el Mg?* fue significativamente menor en el FO que en el suero
en todas las fases del ciclo estral mientras que la concentracion de Na* en el FO no
difiere de la hallada en suero. Van Winkle et al. (1985) consideraron que la pequefia
diferencia en la concentracién de Na* en la ampolla oviductal comparada con la del
istmo es suficiente para influir en la incorporacién de aminoacidos por los embriones
tempranos de ratona.

En porcino, el analisis de lIritani et al. (1974) a partir de FO recogido por
canulacion de los oviductos detecté como elementos inorganicos mayoritarios el sodio,
calcio y cloro y como minoritarios el potasio, magnesio y fésforo. Estos autores
sugirieron la importancia de referirse a estos iones segun sus ratios (K'/Na* o
Ca*/Mg*) mas que como elementos aislados. Asi, el ratio molar K'/Na* es un
importante factor para la capacitacion de espermatozoides de rata ya que la
preincubaciéon de espermatozoides epididimarios de esta especie en un medio con un
ratio K'/Na" alto produjo buenos resultados de FIV (revisado por Iritani et al., 1974).
Revisando la literatura nos encontramos con el ratio molar K'/Na* en el FO de algunas
especies: 0’13 en coneja (Hamner y Williams, 1965), 0’34 en oveja en estro (Rowan y
Goode, 1967) y entre 0°26 y 0’8 en la cerda (Iritani et al., 1974; Romar et al., 1997).
Con respecto al ratio Ca**/Mg?* se ha observado que la capacidad de inducir la
monospermia in vitro es mayor en aquellas especies (humana, ratéon y oveja) con
valores relativamente bajos. La especie porcina, clasicamente de elevada polispermia
in vitro, alcanza un ratio Ca**/Mg®* de 10’7 (Iritani et al., 1974).

Por su parte, las concentraciones de fosfato y bicarbonato son mas bajas que
las de la sangre, aunque el nivel de bicarbonato del FO se incrementa en ovejas
durante el estro (Restall y Wales, 1966). Esta modificacion del bicarbonato podria
tener una influencia importante sobre la respiracién, capacitacion y posterior
hiperactivacion del espermatozoide. En la coneja, el idn bicarbonato en el FO supera
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la concentracion del plasma sanguineo y ha sido asignado como responsable de la
dispersion de las células de la corona alrededor de los ovocitos recién liberados
(Stambaugh et al., 1969). El bicarbonato en el FO de mona rhesus podria servir para
un proposito similar ya que su concentracion también aumenta tras la ovulacion (Maas
et al., 1976).

El pH presumible del FO se ha registrado en una amplia variedad de modelos
animales y los valores son del mismo orden. Las fluctuaciones en la concentracién de
bicarbonato en el fluido oviductal, inducidas por la accién de las hormonas esteroides
ovaricas, son una importante causa del cambio en el pH y son modificadas por la
pérdida de CO, durante la recogida de la muestra (Hunter 1988). Evitando éstas, las
mediciones en conejas en estro dieron una valor de pH de 7’5 (Brackett y Mastroianni,
1974) y en mona rhesus de 7°'1-7°3 en la fase folicular con un incremento subito a 7’5-
8’0 durante la ovulacion y la fase luteal (Maas et al., 1979). El FO de cerdas en estro
ha registrado un valor de pH de 7’9 (Engle et al.,, 1968) o de 8’1 justo antes de la
ovulacion (Hunter, 1988).

El volumen de FO es mayor en el momento en el que los gametos o los
embriones estan presentes en los oviductos (Hunter, 1988) y en porcino los ratios de
secrecion aumentan 1 6 2 dias antes del estro alcanzando el maximo durante el
periodo de 24h después del inicio del estro para a continuacion descender (Iritani et
al., 1974; Wiseman et al., 1992).

Por ultimo, los datos sobre la osmolaridad del FO publicados en la coneja
refieren unos valores en estro de 302 a 310 mOsm (Stambaugh et al., 1969).

2.2.1.2 Medios de cultivo para fecundacién in vitro

La composicion general de los medios de cultivo para FIV no difiere
drasticamente de la relatada para el FO pero es quiza la concentracion y combinacion
de algunos elementos lo que les distingue. Clasicamente el medio de FIV porcina ha
sido el medio comercial TCM-199 aunque desde hace unos anos la tendencia viene
siendo preparar en el laboratorio medios definidos mas simples (por ejemplo, TBM,
TALP, BOm, etc.) en un intento de controlar mejor la composicion exacta y de evitar la
formulacién excesiva de componentes. Aunque los medios de cultivo empleados han
sido numerosos, todos coinciden en su composicion con ciertos elementos basicos
que se podrian clasificar, brevemente, en una fuente de componentes organicos
(proteinas, aminoacidos, sustratos energéticos), componentes electrolitos y otros
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suplementos, que han ido variando dependiendo sobre todo del tipo de semen
empleado para la FIV.

Se han desarrollado muchos sistemas exitosos para la FIV de ovocitos
porcinos madurados in vivo o in vitro y con espermatozoides de distinta procedencia
(Nagai et al., 1988; Wang et al., 1991; Zheng et al., 1992 Kikuchi et al., 1993), pero en
todos ellos el medio de FIV contenia una macromolécula proteica como la albimina
sérica bovina (BSA, Yoshida et al., 1993a), el alcohol de polivinilo o las contenidas en
el suero fetal bovino (FCS, Funahashi y Day, 1993a). Aunque no se han llevado a
cabo estudios rigurosos sobre si tales proteinas son necesarias para inducir la
capacitacion del semen de verraco y la penetracién de ovocitos in vitro, Funahashi y
Day (1993c) indicaron que la penetracién de ovocitos porcinos, rodeados por las
células del camulus, con semen fresco eyaculado es menor en un medio sin proteinas.

De forma rutinaria, los medios de FIV no se suplementan con aminoacidos,
pero Xia et al. (1995) encontraron que la adicion de 0’5 mM de glicina al medio de FIV
porcina aumenta el porcentaje de division embrionaria independientemente de la
presencia o no de células oviductales. Es curioso resefiar que la glicina es el
aminoacido de mayor concentracién en el FO porcino (Iritani et al., 1974).

Entre los sustratos energéticos mas empleados en los medios de FIV estan la
glucosa, el piruvato sddico y el lactato calcico. Basicamente, su funcion es actuar
como fuente de energia en los procesos de capacitacion espermatica y fecundacion.
Lim et al. (1993) observaron que la presencia o ausencia de glucosa en el medio de
FIV no parecia tener un efecto sobre la penetracion de ovocitos bovinos ni sobre la
division embrionaria hasta las 72 horas postfecundacion.

En cuanto a los componentes electrolitos los estudios in vitro han
demostrado que varios cationes son vitales para la capacitacion espermatica, la
reaccion acrosémica, la motilidad y la fecundacion. El Ca®* es uno de los iones mas
importantes y su presencia provoca cambios significativos en la motilidad de los
espermatozoides de ratén (Neill y Olds-Clarke, 1987) y es necesario para la uniéon de
estos espermatozoides a la ZP antes de la penetracion del ovocito (Saling et al., 1978)
asi como para la fusién espermatozoide-ovocito en distintas especies (Yanagimachi,
1978). Ademas, juega un papel importante en muchos otros acontecimientos
exocitéticos, entre ellos la liberacion del contenido de los granulos corticales al espacio
perivitelino. Se ha demostrado que el Ca®* extracelular es necesario para la
capacitacion in vitro de semen bovino con glicosaminoglicanos (Handrow et al., 1989)
y para la capacitacion en espermatozoides de ratén (Fraser, 1982), hamster
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(Yanagimachi, 1982) y hombre (Stock y Fraser, 1989). Mientras que los niveles de
Ca”" se sitian entre 1-3 mM en el oviducto de varias especies (Borland et al., 1977), el
Mg?* puede variar ampliamente. Este Gltimo puede competir con el Ca** en su accién
(Rogers y Yanagimachi, 1976) por lo que el ratio Ca®*/Mg* podria ser importante no
s6lo para los acontecimientos que preceden a la fecundacion (Fraser, 1984), sino
también en los mecanismos de bloqueo de la polispermia controlando la disponibilidad
del Ca*". Se sabe que las especies con ratios Ca**/Mg?** bajos en el FO tienen una
mayor capacidad de inducir la monospermia in vitro. Este ratio en el medio de FIV
porcina mas empleado, el TCM-199, es de 5’9 (Cran y Cheng, 1986), aunque en el FO
porcino, como ya hemos referido, se han publicado valores de 10’7 (Iritani et al., 1974).

Por su parte, el Ca*, Na* y K extracelulares son esenciales en semen de
cobaya para inducir la reaccion de zona (Yoshimatsu y Yanagimachi, 1988) y el K"
extracelular también interviene en la reaccién acrosémica (Yoshimatsu y Yanagimachi,
1988) y fecundacion de hamster y raton (Bize y Santander, 1985; Fraser 1983), asi
como en la fecundacion del cobaya (Rogers y Yanagimachi, 1975). Con respecto a
otros electrolitos no hay estudios definitivos que aporten datos comparativos de las
concentraciones en el medio de FIV vs. FO.

En cuanto a otros iones importantes, Wang et al. (1995) estudiaron el efecto del
bicarbonato observando que al incrementar su concentracibn se aumentaban los
porcentajes de penetracion lo que indica que el bicarbonato tiene otro papel mas
aparte de ser una molécula tamponadora del medio. En porcino, su omisién en el
medio de cultivo disminuye la capacidad de los espermatozoides de adherirse a las
proteinas de la zona pelucida del ovocito (Harkema et al., 1998) y en el hamster inhibe
la induccion de la hipermotilidad de las células espermaticas (Boatman y Robbins,
1991).

El medio de FIV se suele completar con otros suplementos, algunos de ellos,
como la cafeina, desde practicamente los primeros trabajos sobre FIV porcina.
Muchos de estos componentes no se encuentran de forma fisioldgica en el FO y otros
tipicamente utilizados en la FIV de vacuno, como la heparina, también se han
introducido en la FIV para la especie porcina.

La cafeina ha sido empleada por varios investigadores en una concentracion
de 2 mM (Nagai et al., 1988; Naito et al., 1988). Se sabe que la cafeina incrementa la
capacidad de los espermatozoides para fecundar (revisado por Niwa, 1993) y se ha
sugerido que mejora y prolonga la motilidad de los espermatozoides de toro y verraco
(Garbers et al., 1971, 1973) aunque también aumenta la polispermia (Wang et al.,
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1991). En porcino se ha mostrado que el semen eyaculado conservado refrigerado
(Mattioli et al., 1989) o el semen de epididimo (Nagai et al., 1984) son capaces de
fecundar ovocitos in vitro en medios sin cafeina; trabajos posteriores han apuntado
que el semen eyaculado congelado-descongelado no es capaz de hacerlo en un
medio sin, al menos, 5 mM de cafeina (Wang et al., 1991). En general, parece que la
cafeina en ausencia de cualquier macromolécula (tipo alcohol de polivinilo o FCS) es
suficiente por si sola para apoyar todos los cambios necesarios para la completa
funcion espermartica en verraco (Wang et al., 1995).

La heparina se ha usado para estimular la capacitacion de espermatozoides
de vacuno in vitro (Parrish et al., 1988) y se han publicado efectos sinérgicos entre la
cafeina y la heparina para inducir la capacitacion en espermatozoides de toro (Niwa y
Ohgoda, 1988). Sin embargo, Kim et al. (1997) no encontraron que la heparina
mejorara la penetracién in vitro de ovocitos porcinos con semen congelado eyaculado
e incluso Wang et al. (1991) mostraron que la heparina inhibe la eficacia de la cafeina
en promover la penetracion de ovocitos porcinos. Por tanto, a diferencia del bovino,
Kim et al. (1997) han sugerido que el glicosaminoglicano tipo heparina podria no ser
un componente de la secrecion oviductal implicado en la capacitacion espermatica en
el cerdo ya que la adicién de heparina al medio de FIV incrementa la reaccion
acrosdmica pero no el grado de capacitacion espermatica.

También el FO se ha utilizado como aditivo de los medios de FIV tanto como
fuente proteica como por su aporte hormonal fisiolégico. Asi, Kim et al. (1996)
encontraron que la adicién de FO al medio de FIV porcina en concentraciones del 1 al
10% disminuye la penetracion espermatica y el numero medio de espermatozoides por
ovocito. Igualmente el FO combinado con heparina ejerce el mismo efecto (Kim et al.,
1997).

Quizas uno de los ultimos aditivos empleados sea el acido hialurénico, que
afiadido al medio de FIV aumenta la penetracion monospérmica en ovocitos
denudados empleando semen eyaculado crioconservado (Suzuki et al., 2000). Los
glicosaminoglicanos, incluyendo el acido hialurénico y la heparina, estan presentes en
el FO. Se ha estimado que su concentracion en el sitio de la fecundacion in vivo se
sitla entre 0'04-1'83 mg/ml (Kano et al., 1998) y en su estudio, Suzuki et al. (2000)
utilizaron una concentracion de 0’5 mg/ml, lo que significa que se han empleado
concentraciones fisiologicas. Ademas, hay que destacar que el acido hialurénico es
secretado durante la MIV por los complejos células del cumulus oophorus-ovocito
porcinos (Rodriguez-Martinez et al., 1998). El papel del acido hialurénico durante la
coincubacion espermatozoide-ovocito es desconocido, por lo que se hace necesario
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determinar sus efectos y los de las células del cimulus durante la FIV (Suzuki et al.,
2000). También entre los aditivos ensayados recientemente esta la adenosina que
podria desplazar a la cafeina en los medios de cultivo ya que se ha observado que
mejora la monospermia de los espermatozides de verraco crioconservados (Funahashi
y Nagai, 2001).

Por ultimo, detalles que pueden parecer poco importantes en los sistemas de
FIV pueden arrojar resultados interesantes. Asi por ejemplo, Coy et al. (1993b)
observaron un menor niumero de espermatozoides por ovocito empleando un volimen
de medio de FIV pequefo (400 pl) y, posteriormente, Carolan et al. (1995) sugirieron
que el empleo de volumenes mucho mayores que los que estan presentes en el tracto
reproductivo podrian diluir ciertos factores autocrinos secretados por los gametos o los
embriones. Otro detalle a tener en cuenta es el pH ya que experimentos con semen
crioconservado indicaron que el pH del medio influye sobre los porcentajes de
penetracion in vitro en los ovocitos denudados: un mismo medio a pH de 7’8 (Wang et
al., 1994) proporciona mayores porcentajes de penetracién que a pH 7’4 (Wang et al.,
1992). Recordemos que el pH del FO cercano a la ovulacion se situa entre 7’9 y 8’1
(Engle et al., 1968; Hunter, 1988).

Resumiendo, en vista de las variadas diferencias entre el medio ambiente del
lumen oviductal y el medio en una placa de cultivo no deberiamos sorprendernos de
que los resultados con los procedimientos convencionales de FIV sean medio-bajos.
Aunqgue, como hemos visto, existen numerosos experimentos sobre la composicion del
FO, hay que destacar que la mayoria de los realizados en porcino datan de los afios
70 y con resultados variables segun los procedimientos de recogida de muestras. Tal y
como advierte Hunter (1988), ninguno de estos estudios es estrictamente fisioldgico,
por lo que estas interesantes observaciones deben ser tomadas con precaucion y
realizar futuras mediciones con técnicas de mayor precision y exactitud.
Sorprendentemente, en la cerda el estudio mas detallado fue llevado a cabo por Iritani
et al. hace casi 30 anos sin que desde entonces se hayan retomado con profundidad
los estudios sobre la composicion del medio fisiolégico de fecundacion, el fluido
oviductal. En rumiantes, la formulacién de medios de cultivo mas fisiologicos esta
dando muy buenos resultados. Uno de estos medios es el fluido oviductal sintético
(SOF). Desarrollado hace mas de 20 afios, basado en el analisis del fluido oviductal de
oveja (Tervit et al., 1972), y posteriormente modificado (Takagi et al., 1991), el SOF es
usado comunmente como medio para el cultivo de embriones (Walker et al., 1989) y
se ha mostrado eficaz para el cultivo de embriones bovinos después de la MIV y la FIV
(Takahashi y First, 1992).
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Asi pues, el analisis de todo este conjunto de parametros tiene como resultado
un punto concluyente: los gametos y los embriones necesitan para su correcto
desarrollo unas condiciones precisas y estrictas en cuanto a la concentracion de los
distintos sustratos y a las variaciones fisicoquimicas en el ambiente que los rodea
durante el periodo pre y postfecundacion.

2.2.2 Estudios a nivel celular

La segunda posibilidad en la resolucion de la problematica de la FIV porcina
seria la de estudiar el nivel celular considerando tanto los gametos (ovocito y
espermatozoide) como las células del cumulus oophorus y las oviductales.

2.2.2.1 Ovocito

La maduracién de los ovocitos de mamifero incluye una etapa de crecimiento y
otra de maduracién nuclear y citoplasmatica, ambas necesarias para la posterior
fecundacion y desarrollo embrionario normales (Hafez, 1989).

Durante los primeros estadios de la gestacién las células germinales
primordiales del ovario del embridn se diferencian, por sucesivas divisiones mitoticas,
en ovogonias que a su vez se transforman en ovocitos primarios mediante la primera
division meidtica, por la que reduciran su numero de cromosomas a estado haploide
(revisado por Labadia, 1995). Sin embargo, la meiosis se detiene al alcanzar el estadio
de diplotene difuso de la profase | (estado de dictiato), en lo que se conoce como
primera detencion de la meiosis. Esta detencién o arresto meibtico es mantenida por
un sistema multiple de control en el que estan implicados el AMPc (Schultz, 1991;
Mattioli, 1994) y otros factores (Thibault et al., 1987). En este estadio los ovocitos
estan rodeados por una capa de células epiteliales (foliculares) lisas no proliferativas
que reciben el nombre de células pregranulosas y que ejercen un efecto inhibidor
sobre la meiosis y el crecimiento del foliculo.

El periodo de crecimiento del foliculo ovarico y del ovocito se caracteriza por
ser una fase de sintesis proteica intensiva y de almacenamiento de macromoléculas
(Moor et al., 1990). Las primeras modificaciones morfoldgicas en los foliculos primarios
son un aumento del volumen del ovocito, en completa ausencia de division celular del
mismo, acompanado de una hiperplasia e hipertrofia de las células granulosas.
Cuando estas células alcanzan un numero elevado, y como respuesta a la FSH, se
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forma una cavidad en el espacio extracelular, el antrum, repleta de fluido folicular
(Canipari, 1994). La meiosis iniciada por el ovocito primario no se reanudara hasta que
el foliculo se desarrolle totalmente y se produzca la ovulacién, cuando el animal llegue
a la pubertad por lo que, dependiendo de la especie, el ovocito puede permanecer en
esta situacion semanas o anos (Canipari, 1994).

Como consecuencia de los altos niveles de gonadotropinas liberadas antes de
la ovulacion, en particular de hormona luteinizante (LH), se inician una serie de
acontecimientos de diferenciacion que prepararan al ovocito para la fecundacion vy el
desarrollo temprano (Moor et al., 1990). Estas transformaciones incluyen alteraciones
especificas en la esteroidogénesis folicular, cambios en el complejo células del
cumulus oophorus-ovocito, reversion del efecto del inhibidor meiético intrafolicular y
reanudacién de la meiosis (Motlik et al.,, 1986; Moor et al., 1990). El ovocito
evolucionara hasta metafase Il, estadio en el que es ovulado, produciéndose la
segunda reanudacion de la meiosis mediante la activacion desencadenada por el
espermatozoide.

Bajo condiciones in vitro la maduracion nuclear y citoplasmatica se ha realizado
con distintos protocolos en los ovocitos porcinos. Entre los medios empleados se
pueden citar el TCM-199 (Mattioli et al., 1989), Whitten’s (Funahashi et al., 1994),
Waymouth (Yoshida et al., 1992), TLP (Yoshida et al., 1992) o el NCSU (Wang et al.,
1997a); siendo este ultimo el de eleccién por sus buenos resultados en el posterior
desarrollo embrionario. El periodo de MIV de los ovocitos porcinos oscila entre un
minimo de 36 horas (Yoshida et al., 1990) y un maximo de 48 (lwasaki et al., 1999) o
incluso 50 horas (Kim et al., 1998). El cultivo se realiza a 38'5°C en una atmosfera
saturada de humedad y un 5% de CO; en aire. Generalmente el suplemento hormonal
es a base de PMSG, HCG y estradiol que actualmente se mantienen sélo durante las
primeras 20-22 horas de cultivo (Funahashi y Day, 1993b). Podemos afirmar que con
las técnicas actuales, la MIV, al menos a nivel nuclear, ha alcanzado resultados
practicamente igual de efectivos que la maduracion in vivo.

Junto a las modificaciones a nivel nuclear, en el ovocito también acontecen
cambios en la zona pelucida y a nivel citoplasmatico. La maduracion citoplasmatica
implica una resituacion de organulos intracelulares como las mitocondrias (Cran, 1985;
Thibault et al., 1987), los granulos corticales (Cran y Cheng, 1986) y una
reprogramacion de la sintesis proteica.
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La zona pelucida (ZP) es una cubierta extracelular glicoproteica que rodea a
los ovocitos de mamiferos, apareciendo durante el crecimiento de los mismos e
incrementando su grosor conforme éstos aumentan su diametro. La aparicién del
material de la ZP en el espacio perivitelino esta correlacionada con el inicio del
crecimiento del ovocito. Aquellos que no estan creciendo no tienen ZP (revisado por
Wassarman, 1988a) ya que los componentes proteicos de la ZP son sintetizados y
secretados por el ovocito en crecimiento. En la especie porcina, la ZP esta compuesta
por un 19% de carbohidratos y un 71% de proteinas en forma de glicoproteinas
complejas (Dunbar et al., 1980; Hedrick y Wardrip, 1987). En porcino, estas ultimas se
clasifican en cuatro familias: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 (Wassarman, 1998b) y su
composicién varia durante el transporte del ovocito por el oviducto (Brown y Cheng,
1986; Hedrick et al., 1987). Entre las funciones de la ZP podemos citar la regulacién
osmotica (Bronson y Mc Laren, 1970), la union del espermatozoide (Sacco et al.,
1984), la induccion de la reaccion acrosomica (Berger et al., 1989), el bloqueo de la
polispermia (Braden et al., 1954), la contencién de los blastémeros (Modlinski, 1970) y
la mejora de la supervivencia del ovocito y el embrion en el oviducto (revisado por
Dumont y Brummett, 1985).

La ZP se puede disolver mediante la accion de distintos agentes como
soluciones acidas o basicas, calor, proteasas o agentes reductores. In vitro se han
realizado ensayos de digestion de la ZP con distintas soluciones proteoliticas (tripsina,
pronasa, combinaciones de ambas, etc.), con el objetivo de conocer la resistencia que
ofreceria la zona a la entrada de los espermatozoides. Segun Wassarman (1988a) la
zona de los ovocitos fecundados es considerablemente mas insoluble (“dura”) que la
de los no fecundados. De Felici y Siracusa (1982) trabajando con ovocitos de ratén
denudados reportaron un endurecimiento espontaneo de la ZP durante la MIV v,
posteriormente, Gianfortoni y Gulyas (1985) encontraron una correlacion entre el
endurecimiento de la ZP en cultivo y el descenso en los porcentajes de fecundacion.
Se ha sugerido que las células del cumulus oophorus podrian reducir el grado de
endurecimiento de la ZP que se produce de forma espontanea durante el cultivo (De
Felici y Siracusa, 1982).

En ovocitos bovinos madurados in vivo, Broermann et al. (1989) reportaron que
la ZP de los ovocitos en contacto con secreciones oviductales es mucho mas
resistente (24 horas) que la de los ovocitos foliculares (6 minutos) y que esta
resistencia disminuye después de que el embrién alcanza el utero. En ovocitos
porcinos, Kim et al. (1996) observaron una mayor resistencia de la ZP a la digestion
con pronasa cuando éstos eran precultivados durante 1’5 horas en un medio con un
30% de FO incrementandose aquella de 1’2 a 6’4 minutos. Revisando la bibliografia
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encontramos resultados diferentes entre los investigadores que podrian deberse a las
distintas temperaturas empleadas, 22°C (Kim et al., 1996; Kouba et al., 2000) 6 37°C
(Broermann et al., 1989); al tipo de proteasa utilizada, pronasa sola (Kim et al., 1996) o
combinada con tripsina (Broermann et al., 1989) o incluso a la forma de expresion de
los resultados (media + SEM o mediana). Uno de los factores que interviene en los
resultados de estos ensayos es el propio grosor de la ZP, entre 2 y 25 um entre los
ovocitos de las distintas especies de mamiferos, lo que esta directamente relacionado
con el contenido proteico de la misma (Wassarman, 1988a). En porcino, Wang et al.
(1998) han observado que este parametro varia entre los ovocitos madurados in vitro e
in vivo, siendo mayor en estos ultimos (14’9 vs. 17’9 um). Funahashi et al. (2000)
también observaron un mayor grosor de la ZP en los ovocitos ovulados frente a los
madurados in vitro (515 vs. 6'68 um). Por el contrario, el numero de pequenas
depresiones u “orificios” sobre la superficie de la ZP, segun estos mismos autores, es
mayor en los ovocitos procedentes de MIV (50/um?) que en los ovulados (7’1/um?).

Otro de los factores que puede provocar un endurecimiento espontaneo de la
ZP es la manipulacion de los ovocitos durante su denudacion. Sin embargo, Chian et
al. (1994) en su estudio eliminaron el cumulus de los ovocitos después de la MIV
mediante un tratamiento con hialuronidasa y pases repetidos a través de una pipeta de
pequefo diametro sin que al parecer esta manipulacién indujera un endurecimiento de
la ZP. Por ello, estos autores sugieren que el posible endurecimiento tras denudar
mediante pipeteo y tratamiento con hialuronidasa puede ser ignorado en los
experimentos.

En resumen, la ZP es una estructura de gran importancia en la fecundacioén y
su composicion y caracteristicas in vivo e in vitro parecen ser muy diferentes, lo que
puede influir en el rendimiento final de la FIV.

Los granulos corticales (GC) representan una forma especial de lisosomas
primarios esféricos, limitados por una membrana, con un tamafio variable y
compuestos por glicoproteinas y enzimas hidroliticas. Son caracteristicos de los
ovocitos no penetrados de mamifero y son considerados como una de las organelas
mas importantes dentro del citoplasma por su implicacion en la reaccién de zona para
prevenir la polispermia (Guraya, 1985). Ademas, la exocitosis de los GC es una
indicacion visible de la activacion del ovocito aunque no sea absolutamente necesaria
para el inicio del desarrollo embrionario normal (Yanagimachi, 1988). Su formacion, a
partir del complejo de Golgi y el reticulo endoplasmico rugoso, es un proceso continuo
hasta que se produce la ovulacion, después de la cual este proceso se detiene
(Guraya, 1985). En el caso de la coneja, la formacién de los GC continta incluso
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después de la ovulacibn ya que su numero parece incrementarse en ovocitos
envejecidos (Longo, 1974). Por su parte, en la ratona, la formacion de los GC se
completa en el oviducto justo antes de la fecundacién (Zamboni, 1970).

Aunque los estudios detallados de la formacion de los GC en relacién al
desarrollo folicular se han llevado a cabo sélo en unas pocas especies, los GC se han
observado en el momento de la ovulacidon en todas las especies estudiadas hasta la
fecha y se sabe que la capacidad de los ovocitos para liberar los GC se desarrolla
durante la maduracion meidtica (Ducibella, 1991). Cuando se inicia la maduracion del
ovocito, los GC empiezan a situarse en el ooplasma periférico formando una
monocapa por debajo de la membrana plasmatica del ovocito o cerca de ella. Al final
de la maduracion se incrementa el niumero de GC (Cran, 1985) produciéndose una
migracion de los mismos debajo del oolema (Cran y Cheng, 1986) situandose la
mayoria de ellos dentro de los primeros 4 um aunque también hay algunos distribuidos
a lo largo del citoplasma (Yoshida et al., 1993b). El contenido de los GC es liberado
desde el cortex del ovocito al espacio perivitelino durante la fecundaciéon o la
activacion ovocitaria, alterando las caracteristicas fisicoquimicas de la ZP de tal modo
que ésta se torna “refractaria” a la penetracion espermatica, proceso denominado
“reaccion de zona” (Yanagimachi, 1988).

Segun Wang et al. (1997b) los ovocitos porcinos desarrollan la capacidad de
liberar los GC tras la penetracion por los espermatozoides, a continuacion de la rotura
de la vesicula germinal, aunque esta capacidad no esta totalmente desarrollada hasta
el estadio de metafase Il. Ademas, la exocitosis de los GC se acompafnaria de la
activacion nuclear sugiriendo que tanto ésta como la maduracién citoplasmatica son
responsables de la reaccion cortical. Segun este mismo equipo (Wang et al., 1997a),
el medio de MIV empleado no afectaria a la densidad de GC en el cortex (entre 43 y
46 GC/100 um?), pero si al tipo de exocitosis, siendo el mejor medio el NCSU-23 con
un 97% de ovocitos con exocitosis completa a las 12 horas de la FIV.

Debido a la naturaleza opaca del citoplasma de los ovocitos porcinos no es
posible observar los GC con microscopia convencional. Por ello, los primeros estudios
descriptivos de estas organelas en la especie porcina fueron con microscopia
electrénica (Cran, 1985; Cran y Cheng, 1986). Mas tarde, Yoshida et al. (1993b)
fueron los primeros en utilizar la microscopia laser confocal y cinco lectinas distintas,
conjugadas a isotiocianato de fluoresceina (FITC), para tefir los GC. El principio de la
microscopia confocal se basa en eliminar la luz reflejada o fluorescente procedente de
los planos fuera de foco. Para ello se ilumina una pequefia zona de la muestra y se
toma el haz luminoso que proviene del plano focal, eliminandose los haces
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procedentes de los planos inferiores y superiores (Boyde, 1985). Asi, este analisis no
invasivo de muestras permeables superficialmente por la radiacion laser incidente,
permite el registro de planos épticos virtuales, lo que revela informacion espacial y
espectral de la muestra, no asequible mediante la microscopia éptica clasica.

En su estudio, Yoshida et al. (1993b) observaron que la lectina procedente de
Arachis hypogeae (PNA) conjugada a FITC es una excelente prueba molecular para la
visualizacién microscopica de los GC en ovocitos porcinos ademas de ser una lectina
especifica para esta especie. Este estudio reveld que al tedir los ovocitos con PNA-
FITC se observaban puntos fluorescentes dentro del ooplasma, de distinto tamafio e
intensidades, cuya distribucién durante la maduracién y fecundacién era enteramente
consistente con la observada previamente por microscopia electronica para los GC.
Segun estos mismos autores, otra ventaja de esta lectina es que no reacciona con la
ZP de los ovocitos porcinos, por lo que los GC liberados al espacio perivitelino pueden
ser observados sin interferencias. Con respecto a las variaciones en la densidad de la
matriz de los GC, Guraya (1985) sugirié que los granulos “oscuros” y “claros” podrian
representar distintos grados de maduracién, incluso aunque ambos tipos estén
situados junto a la membrana plasmatica, y que esta heterogeneidad podria
representar algunas diferencias funcionales ya que se observa no sélo entre especies
sino también dentro del mismo ovocito.

En los ultimos afios se han realizado algunos estudios cuantitativos sobre los
GC en ovocitos fecundados y no fecundados, aunque las observaciones varian entre
autores tanto en el tamafo como en el nimero de estas organelas. En porcino,
Yoshida et al. (1993b) reportaron un diametro medio para los GC de 160 nm y Wang et
al. (1997b) clasificaron la exocitosis de los GC tras la FIV, de acuerdo a su densidad,
en completa (0-1 GC/100 pum?), parcial (1-15 GC/100 um?) y no exocitosis (33-67
GC/100 um?). Los distintos estudios si coinciden en que los GC desaparecen tras la
fecundacion aunque esta salida también puede inducirse utilizando ionéforos del calcio
(Cran y Cheng, 1986).

Galeati et al. (1991) apuntaron que la manipulacion de los ovocitos antes de
denudarlos provoca una exocitosis prematura de los GC que podria explicar la
reducida penetrabilidad de los ovocitos maduros denudados. Por su parte, Wang et al.
(1997a) han propuesto que puede existir una exocitosis espontanea durante la MIV de
ovocitos porcinos ya que a las 46 horas de cultivo un 33% y un 8% de los ovocitos
presentaban, respectivamente, una exocitosis parcial o completa, mientras que el 59%
restante no la presentd. Efectivamente, un nimero considerable de GC son liberados
mientras el ovocito esta todavia en el foliculo ovarico (Rousseau et al., 1977; Okada et
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al.,, 1986) y también antes de que la fecundacion tenga lugar. Actualmente, el
significado bioldgico de esta salida “prematura” de GC no esta claro. Okada et al.
(1986) han postulado que esta exocitosis podria tener dos funciones: 1) contribuir a la
formacion del espacio perivitelino y 2) modificar ligeramente las caracteristicas
fisicoquimicas de la ZP y de la membrana plasmatica del ovocito de tal modo que sélo
un espermatozoide muy motil pudiera penetrarlo. Seria razonable especular que la
exocitosis prematura de los GC antes de la fecundacion y la “explosion” en la
exocitosis durante la misma actuen sinérgicamente en la proteccién del ovocito frente
al peligro de la polispermia y/o la fecundacién por un espermatozoide “débil”
(Yanagimachi, 1988).

Distintos trabajos han mostrado que existen diferencias entre la reaccion
cortical de ovocitos madurados in vitro frente a los madurados in vivo (Cran y Cheng,
1986; Kim et al., 1996) aunque en su estudio, Yoshida et al. (1993b) observaron que la
distribucion de los GC en los ovocitos in vivo fue la misma que en los in vitro. Ademas,
la distribucion y morfologia de las masas fluorescentes dentro del espacio perivitelino
de los ovocitos maduros tras la fecundacion fue la misma para la fecundacion in vitro o
in vivo. Por su parte, Kim et al. (1996) observaron que la incidencia de ovocitos con
una reaccion cortical tipo | (salida y distribucion completas del contenido de los GC) es
mayor en los ovocitos madurados in vivo y que ciertos factores de la secrecion
oviductal se requieren para una reaccion cortical completa. Estos mismos autores
observaron que el precultivo de ovocitos durante 1’5 horas en un medio con un 30%
de FO aumenta la reaccion cortical tipo | postulando que quizas la deposicion de
glicoproteinas sobre la ZP, seguida de su entrada en el espacio perivitelino, facilita una
exocitosis mas sincronica de los GC o aumenta la respuesta fisiolégica de la ZP al
material de los GC. Efectivamente, estudios recientes empleando los actuales medios
de MIV parecen indicar que los ovocitos madurados in vitro pueden sufrir una reaccion
cortical completa bajo ciertas condiciones (Wang et al., 1998), aunque el efecto del
contenido de los GC sobre el control de la polispermia no parece ser el mismo que in
vivo. Funahashi et al. (2000) han indicado muy recientemente que aunque la reaccion
de zona pueda parecer similar entre ovocitos madurados in vitro e in vivo, la
morfologia de la ZP en el momento de la penetracion espermatica es diferente.

Es por ello que se hace necesario, en nuestra opinion, dedicar nuevos trabajos
al estudio de la reacciéon de zona en los distintos medios de cultivo y en presencia o
ausencia de células oviductales para profundizar en el posible efecto que ambos
factores ejercen sobre la ZP asi como en la distribucion y densidad de los GC.
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2.2.2.2 Espermatozoide

El espermatozoide es el producto final de la espermatogénesis que ocurre
dentro de los tubulos seminiferos en los testiculos del macho. Los espermatozoides de
mamiferos tienen dos estructuras principales, la cabeza y la cola o flagelo. La cabeza
estad mayoritariamente ocupada por el acrosoma y el nucleo, aunque también contiene
componentes del citoesqueleto y una pequefia parte de citoplasma. El acrosoma se
situa justo por debajo de la membrana plasmatica, cubriendo la parte anterior de la
cabeza espermética a modo de “capucha”. Este es un gran granulo secretor que
contiene enzimas, en forma de zimégeno, esenciales para la fecundaciéon y que son
liberadas en la denominada “reaccion acrosémica”. Por su parte, el flagelo contiene las
fuentes energéticas y estructuras necesarias para la motilidad del espermatozoide
(revisado por Eddy, 1988).

Cuando los espermatozoides de mamiferos abandonan el testiculo todavia no
tienen la capacidad de fecundar los ovocitos, sino que ésta se adquiere mientras se
realiza el paso a través del epididimo en lo que se conoce como “maduracion
epididimaria”. Entre las modificaciones funcionales observadas en este periodo se
incluyen alteraciones en el metabolismo y la membrana plasmatica o cambios en el
patrén y efectividad de la actividad flagelar, pero una de las caracteristicas mas
prominentes en el gameto masculino durante esta maduracion es el desarrollo de la
capacidad de movimiento (Yanagimachi, 1988).

Durante la eyaculacion el espermatozoide entra en contacto con las
secreciones de las glandulas genitales accesorias y alcanza el aparato genital
femenino. En condiciones in vivo, durante la migracién de los espermatozoides por el
tracto genital femenino, ocurre la “capacitacion espermatica” bajo la influencia de
glicosaminoglicanos como la heparina o el acido hialurénico (Rodriguez-Martinez et
al., 1998). Este proceso comprende una serie de cambios que el espermatozoide ha
de sufrir antes de adquirir la capacidad de penetrar al ovocito (Austin, 1951; Chang,
1951). La capacitacion va acompafiada de un incremento en la fluidez de membrana
con remodelacion de la superficie espermatica, fosforilacion proteica, incremento del
Ca? y pH internos asi como una hiperpolarizaciéon de la membrana (revisado por
Topfer-Petersen et al., 2000). En general se acepta el concepto de capacitacion como
una serie de acontecimientos desestabilizantes de la membrana plasmatica del
espermatozoide.
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En condiciones in vivo, el istmo juega un papel de vital importancia (Hunter y
Nichol, 1988) en el proceso de capacitacion. Una vez aqui, los espermatozoides
porcinos generalmente hacen contacto con la superficie de las células no ciliadas con
las cabezas orientadas sobre la parte superior de las microvellosidades o entre las
células epiteliales observandose también contactos entre los cilios y las células
espermaticas especialmente sobre la parte media del istmo (Fléchon y Hunter, 1981).
En este punto permanecen en un estado quiescente y bajo unas condiciones que
mantienen su viabilidad y sincronizan tanto el transporte como la capacitacion (Suarez,
1998). Cercano al momento de la ovulacion, los espermatozoides son liberados del
epitelio del oviducto mostrando una hiperactivacién con la que “nadan® hasta el lugar
de la fecundacion. EI numero medio de espermatozoides viables en el istmo es del
orden de unos cuantos cientos y, en el sitio de fecundacién, de unas cuantas decenas
por ovocito (Hunter, 1980); asi es como el oviducto porcino controla en parte, bajo
condiciones in vivo, la polispermia. Parece ser que son el oviducto y el ovocito por si
solos los que, bajo el control hormonal correspondiente, coordinan la funcion
espermatica y la interaccion entre gametos (Topfer-Petersen et al., 2000).

Para lograr la capacitacion espermatica en el laboratorio, se han utilizado
distintos medios de cultivo (Rath, 1992) y distintas técnicas mas o menos laboriosas,
normalmente todas ellas implicando algun lavado y centrifugacion. Desde la técnica
empleada por Pavlok (1981), con varios lavados por centrifugacion y una posterior
incubacién de una alta concentraciéon de espermatozoides en un medio rico en calcio,
los sistemas se han simplificado bastante (Martinez et al., 1996).

En porcino, Cheng (1985), modificando la técnica anterior consiguio la primera
camada de lechones procedentes de FIV capacitando el semen mediante tres lavados
y preincubandolo durante 40 minutos en medio TCM-199. Este sistema fue empleado
posteriormente por otros grupos de investigacion (Coy et al.,, 1993a; Yoshida et al.,
1993c) hasta que se observé que los lavados y la preincubacion no eran necesarios
para la penetracion espermatica si se empleaba un medio rico en calcio (Martinez et
al., 1996). Otros autores también consiguieron descendencia viva separando los
espermatozoides en un gradiente discontinuo de Percoll® (Mattioli et al., 1989).
Aunque este sistema de seleccion de espermatozoides ha sido retirado para ensayos
en la especie humana, en veterinaria sigue empleandose ya que permite la separacion
rapida y eficaz de espermatozoides matiles libres de componentes del plasma seminal
(Ng et al., 1992). A pesar de los numerosos sistemas de capacitacion, hasta la fecha
no se dispone de estudios comparativos firmes sobre el rendimiento de los distintos
tratamientos. Asi, Grant et al. (1994) han observado que los ovocitos fecundados con
espermatozoides de verraco aislados con Percoll® dan mayores porcentajes de
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division embrionaria. Mas recientemente, Tantasuparak et al. (1997) han observado
que existe un efecto de la preparacion del semen sobre los resultados de la FIV y tras
comparar el refrigerado frente al epididimario, incubado entre 1 y 4 horas, registraron
un mayor porcentaje de division embrionaria en los ovocitos fecundados con
espermatozoides preincubados sélo 1 hora sin que existieran diferencias entre ambos
tipos de espermatozoides.

Uno de los factores a tener en cuenta en los ensayos in vitro es la procedencia
de los espermatozoides empleados (eyaculados o epididimarios) y su proceso de
conservacion (refrigerados o crioconservados). Debido a que los procedentes de
epididimo no han estado en contacto con los factores decapacitantes del plasma
seminal, su proceso de capacitacion es mas sencillo que con los eyaculados. Como
una de sus principales funciones fisiolégicas, el plasma seminal protege a las células
espermaticas de adquirir la capacidad fecundante final cuando migran a lo largo del
tracto genital femenino (Oliphant et al., 1985, Topfer-Petersen et al.,, 1995). Esta
podria ser una de las posibles explicaciones para los mejores porcentajes de FIV que
algunos autores han alcanzado empleando espermatozoides de epididimo frente a
eyaculados (Rath y Niemann, 1997).

Aunque la tendencia actual es emplear semen crioconservado en lugar de
refrigerado, el proceso de crioconservacion en si presenta algunos inconvenientes.
Wang et al. (1995) empleando espermatozoides congelados observaron que la
capacitacion y reaccién acrosémica espontaneas ocurrian rapidamente en muchas
células espermaticas probablemente dafiadas por el proceso de congelacién-
descongelacion quedando funcionalmente comprometidas. Igualmente, Watson (1996)
reporté que el enfriamiento de los espermatozoides de verraco induce un aumento de
la incidencia de los patrones de tipo B (espermatozoides capacitados: banda libre de
fluorescencia en la region postacrosomal) tras la tincion con clortetraciclina, apoyando
de este modo la idea de que la criopreservacion acelera la capacitacion espermatica.
Ademas la calidad de los espermatozoides congelados no viene determinada
unicamente por el donante, sino también por el procedimiento de congelacion
(revisado por Bwanga 1991; Holt, 2000; Watson, 2000). Variaciones en la velocidad de
enfriamiento y descongelacion, asi como en la concentracion de crioprotectores
pueden influenciar enormemente la calidad y viabilidad de los espermatozoides tras la
descongelacion (Sirard et al., 1993). No solo el proceso de crioconservacion tiene
algunos inconvenientes sino que se ha constatado que durante la preincubacion los
espermatozoides descongelados presentan un rapido descenso en la motilidad, por lo
que su tratamiento antes de la FIV ha de ser mas corto que con los refrigerados
(Clarke y Johnson 1987; Nagai et al., 1988).
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En cualquier caso, la funcién final de la célula espermatica es fusionarse con la
membrana plasmatica del ovocito, atravesando las células del cumulus y la ZP,
momento en el cual deja de ser un espermatozoide para convertirse en parte de una
nueva célula, el cigoto. En estos procesos (Figura 1), bioquimicamente complejos y
todavia poco conocidos, estan implicadas distintas proteinas espermaticas como la
PH-20 que tiene un papel bifuncional en la penetracion del cimulus y en la unién a la
ZP del espermatozoide reaccionado, y la fertilina que interviene en la fusién
espermatozoide-ovocito (Myles y Primakoff, 1997).

Figura 1. Secuencia de acontecimientos desde que el espermatozoide entra en el
tracto genital femenino hasta que se fusiona con el ovocito (Myles y Primakoff, 1997).

Unidn a las células oviductales
U
Capacitacion
U
Penetracion del complejo cumulus oophorus
U
Union a la ZP (acrosoma intacto, union primaria)
U
Reaccion acrosémica
U
Union a la ZP (acrosoma reaccionado, union secundaria)
U
Penetracion de la ZP y entrada en el espacio perivitelino
U
Union con la membrana plasmatica del ovocito (activacion del ovocito)
U
Fusion con la membrana plasmatica del ovocito (activacion del ovocito)

Ademas de algunos ungulados, como la oveja y la vaca, donde el cumulus
mucificado se elimina poco después de la ovulacion y los ovocitos alcanzan el sitio de
fecundacion solo rodeados por la ZP, en muchas especies de mamiferos los ovocitos
ovulados retienen esta masa de células del cimulus (Hunter, 1988). Este complejo,
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con cerca de 3.000 células, y la ZP conforman una barrera que los espermatozoides
deben penetrar antes de poder fecundar el ovocito. En especies en las que este
acercamiento ha sido estudiado con mas detalle, incluyendo el hamster (Cherr et al.,
1986) y el cobaya (Myles y Primakoff, 1997), se ha observado que so6lo los
espermatozoides con el acrosoma intacto penetran el complejo de células del
cumulus, mientras que los espermatozoides no capacitados y los reaccionados se
quedan pegados en la superficie del cimulus pero sin poder penetrar el ovocito. Este
descubrimiento entraria en conflicto con el modelo que propone que serian enzimas
liberadas a partir de la reaccion acrosémica las que dispersan la matriz extracelular de
tal modo que el espermatozoide es capaz de atravesar las células del cumulus. Mattioli
et al. (1998) mostraron que el cumulus expandido de los ovocitos porcinos contiene
algun(os) factor(es) que inducen la reaccion acrosomica en los espermatozoides de
verraco ya capacitados y Berger et al. (1989) mostraron a su vez que la ZP posee la
capacidad de inducir la reaccion acrosémica en el verraco.

Precisamente en la especie porcina, una de las causas de la polispermia podria
estar en el elevado niumero de espermatozoides capacitados que se introducen en las
placas de cultivo para FIV. Por ello, algunos autores abogan por el empleo de un
numero mas ajustado entre espermatozoide y ovocito. Asi, se han empleado ratios
variables como 2.000 espermatozoides/ovocito con ovocitos ovulados vy
espermatozoides refrigerados (Rath, 1992) 6 4.000 con ovocitos denudados
madurados in vitro (Rath et al., 1995).

Una vez los espermatozoides alcanzan la ZP se unen a ella. Su penetracion es
un paso crucial durante la fecundacion ya que los espermatozoides que no son
capaces de reconocer y unirse a las glicoproteinas de la ZP o responder a la ZP
sufriendo la reaccion acrosémica no fecundaran el ovocito (Topfer-Petersen et al.,
2000). En algunas especies, como por ejemplo el ratdén, se ha observado in vitro que
unicamente los espermatozoides con acrosoma intacto inician la unién primaria a la
ZP, mientras que la unidon secundaria ocurre aparentemente so6lo cuando el
espermatozoide tiene el acrosoma reaccionado sobre la ZP (Yanagimachi, 1994). En
la union a la ZP se piensa que estan involucradas dos proteinas de zona diferentes: la
ZP3 en la union primaria y la ZP2 en la unidon secundaria (Bleil et al., 1983, 1988). En
otras especies, como por ejemplo el cobaya, los espermatozoides in vitro pueden
iniciar la unién a la ZP con el acrosoma intacto (Myles et al., 1987) o reaccionado
(Huang et al., 1981; Myles et al., 1987). La uniéon secundaria va seguida de la
penetracién de esos espermatozoides reaccionados a través de la ZP hacia el interior
del espacio perivitelino (el estrecho espacio que existe en ovocitos de mamifero entre
la ZP y la membrana plasmatica). Después de penetrar la ZP, el espermatozoide
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interactua y se fusiona con la membrana plasmatica del ovocito desencadenando la
reanudacion de la meiosis, la reaccion de zona, la activacion del ovocito y el inicio del
programa de desarrollo embrionario (Yanagimachi, 1994).

Considerando las condiciones artificiales de los ensayos in vitro de fusion,
muchos de ellos con ovocitos denudados y sin ZP y con espermatozoides no
reaccionados contactando con la membrana plasmatica del ovocito, los
espermatozoides in vitro podrian unirse al ovocito por varios mecanismos. Algunos de
éstos podrian no ser funcionales a la hora de la fusién, mientras que otros podrian ser
pasos intermedios o0 secuenciales entre el proceso de union y fusion (Myles y
Primakoff, 1997). En relacion con esto, y como hemos podido constatar, los
espermatozoides empleados en los sistemas de FIV configuran una fuente
heterogénea de células de distinta procedencia (epididimo frente a eyaculado) y
sometida a tratamientos diversos de conservacion (refrigeracion o crioconservacion) y
capacitacion. Por lo tanto, el estudio de los resultados de FIV y de los acontecimientos
que ocurren durante la misma (reaccion acrosémica, unién a la ZP, etc.) no puede hoy
dia ser comparada entre laboratorios por la diversidad de condiciones empleada. Por
ello creemos que seria de gran utilidad homogeneizar o estandarizar las condiciones
de estudio de modo, al menos, semejante a lo que se hace con los ovocitos (todos
ellos procedentes de hembras prepuberes sacrificadas en matadero y madurados bajo
condiciones mas o menos estandarizadas y similares entre laboratorios).

2.2.2.3 Células del cumulus oophorus

En los inicios del crecimiento del foliculo ovarico, el ovocito esta rodeado por
una capa sencilla de células aplanadas al principio, y desde cubicas a cilindricas
después, que en su conjunto reciben el nombre de epitelio folicular (Banks, 1981).
Como consecuencia de la division de las células foliculares y la formacion del antrum
en el foliculo se diferencian dos poblaciones celulares con propiedades morfoldgicas y
funcionales diferentes. Por una parte las células que revisten la pared del foliculo,
denominadas células de la granulosa, que forman un epitelio estratificado en contacto
con la lamina basal. Son las encargadas de la luteinizacién del foliculo ovarico, una
vez producida la ovulacion, asi como del “arresto meiético”, paralizando el progreso
del nucleo del ovocito. Se ha observado que esta detencion meiética podria lograrse
manteniendo un nivel apropiado de AMPc en el interior del ovocito (Schultz, 1991).
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Por otro lado, las células que rodean al ovocito reciben el nombre de células
del cumulus oophorus. El cimulus lo conforman varias capas de células cilindricas y
entre sus funciones estan el soporte nutricional del ovocito, la secrecion de hormonas
esteroides (Canipari, 1994) o la induccién de la reaccidon acrosdmica en el verraco
(Mattioli et al., 1998). La capa de células del cumulus mas cercana a la ZP recibe el
nombre de corona radiata. Durante su fase de crecimiento, el ovocito esta intimamente
rodeado por los procesos citoplasmaticos de estas células que atraviesan la ZP en
formacién y terminan en la membrana plasmatica del ovocito mediante uniones
estrechas (Anderson y Albertini, 1976). Estas uniones permanecen durante el
crecimiento y diferenciacion del ovocito mediando en la transferencia de precursores
metabdlicos o pequefias moléculas reguladoras en un proceso denominado
“cooperacion metabdlica” (Gilula et al., 1978).

Durante la maduracion del ovocito, se produce una transformacién morfoldgica
del cumulus oophorus consistente en una mucificacion o expansién del mismo (Dekel
y Kraizer, 1978; Eppig, 1979) hecho que se aprecia in vivo a las 16 horas del pico de
gonadotropinas, cuando el ovocito se encuentra todavia en estadio de vesicula
germinal. La expansion del cumulus reduce el numero de uniones estrechas
provocando un descenso del acoplamiento iénico y de la cooperacion metabdlica entre
estas células y el ovocito (Gilula et al., 1978; Heller y Schultz, 1980). Este efecto se
observa de manera notable a las 32 horas de inducirse la maduraciéon coincidiendo
con la progresion de la meiosis hasta el estadio de metafase | (Motlik et al., 1986).
Junto a esta pérdida de acoplamiento intercelular se producen cambios en el potencial
de membrana del oolema del ovocito, siendo el doble en ovocitos rodeados por el
cumulus que en ovocitos denudados (Moor et al., 1990).

Mattioli et al. (1988a) ya mostraron la importancia de la cooperacion intracelular
entre las células del cumulus y los ovocitos durante la MIV para la posterior
penetrabilidad y Galeati et al. (1991) también observaron que la presencia del cimulus
durante la MIV es fundamental para la penetrabilidad del ovocito porcino. Sin embargo,
los estudios sobre el efecto del cumulus en el proceso de fecundacién en si son
escasos (Kikuchi et al., 1993; Ka et al., 1997). En la tabla 1 se resumen los ultimos
trabajos con los resultados obtenidos tras FIV con ovocitos denudados y con cumulus.
Como podemos observar, practicamente todos los autores coinciden en la mayor
pentrabilidad de los ovocitos rodeados por su cumulus, tanto en términos de
penetracién como numero de espermatozoides por ovocito, salvo algunas excepciones
(Suzuki et al., 1994; Ka et al., 1997).
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Tabla 1. Efecto de las células del cumulus durante la FIV sobre los resultados postfecundacion. Comparacion entre ovocitos
denudados y COCs (complejos células del cumulus oophorus-ovocito). PEN (% de penetracién), E/O (Numero de espermatozoides
por ovocito penetrado), PNM (prondcleo masculino), POL (% de polispermia), y CE (Cultivo de embriones).

Especie Medios de MIV/FIV | Tipo y procesado de espermatozoides Resultados obtenidos Equipo investigador

Porcino |TCM-199/TCM-199 |Eyaculados refrigerados heterospérmicos |>PEN, E/O y POL en COCs Zheng y Sirard, 1992
Preincubacion 4 h en TCM-199 Sin CE

Porcino | In vivo/TCM-199 Eyaculados refrigerados >PEN y POL en COCs Coy et al., 1993
Preincubacion 40-60 min en TCM-199 Sin CE

Porcino | TCM-199/BOm Epididimarios congelados >PEN, PNMy POL en COCs Kikuchi et al., 1993
Preincubacion 70 min en TCM-199 Sin CE

Porcino | TCM-199/BOm Eyaculados refrigerados >PNM en COCs Ocampo et al., 1993
Preincubacion 4 h en TCM-199 Sin CE

Bovino TCM-199/DM Eyaculados congelados >PEN en COCs Saeki et al., 1994
Percoll® Sin CE

Porcino | Waymouth/Tyrodes |Eyaculados congelados =PEN, E/O y POL Suzuki et al., 1994
Preincubacion 90 min en Tyrodes Sin CE

Porcino |TCM-199/TCM-199 | Eyaculados congelados >PEN,>E/O y POL en COCs Wang et al., 1994
Triple centrifugacién Sin CE

Bovino TCM-199/BOm Eyaculados congelados >PEN y POL en COCs Chian et al., 1995
Doble centrifugacion Sin CE

Porcino | TCM-199/BOm Eyaculados congelados >PEN, PNMy POL en COCs Wang et al., 1995
Triple centrifugacién Sin CE

Porcino | Whitten’s/TCM-199 | Eyaculados congelados =E/O y POL, >PNM en COCs Ka et al., 1997
Doble centrifugacion Sin CE

Porcino | TCM-199/Tyrodes Eyaculados congelados heterospérmicos |>PEN en COCs, =E/O y POL Suzuki et al., 2000
Centrifugacion simple Sin CE

Porcino | Waymouth/TCM-199 |Eyaculados refrigerados =PEN, >E/O en COCs Campos et al., 2001

Doble centrifugacion

Sin CE
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Tal y como apuntan Campos et al. (2001) el empleo de ovocitos con o sin
cumulus podria ser un factor determinante a la hora de comparar resultados de
penetraciones y el tiempo que se consume en el proceso de decumulacién de los
ovocitos para conseguir la maxima penetrabilidad todavia tiene que probarse como un
procedimiento necesario. Ademas, no se dispone de datos sobre la viabilidad de los
embriones fecundados bajo estas circunstancias ya que en ninguno de estos estudios
se realizaron pruebas de cultivo embrionario (Tabla 1).

La posible explicacién del aumento de la penetrabilidad en los ovocitos con
cumulus intacto frente a ovocitos sin cumulus la podemos encontrar en distintos
trabajos. Saeki et al. (1994) en bovino mostraron que el cimulus de ovocitos maduros
ejerce un mayor efecto sobre la penetrabilidad de lo que hicieron las células del
cumulus de ovocitos inmaduros. Efectos similares podrian ocurrir en ovocitos porcinos
ya que varios autores han detectado ciertas proteinas en el cumulus de ovocitos
maduros que podrian ser capaces de inducir o promover la reacciéon acrosémica en
espermatozoides de verraco posiblemente favoreciendo la penetracion espermatica
(Mattioli et al., 1988b,c). Es mas, se sabe que las células expandidas de ovocitos
maduros mejoran la motilidad espermatica y preservan la calidad del ovocito (Wang et
al., 1994). Lo que queda por dilucidar es si las distintas observaciones entre los grupos
de investigacion se deben a las condiciones experimentales, al tipo de semen
empleado o a otros factores. En este sentido, Campos et al. (2001) mostraron que la
presencia del cumulus, y no el estadio maduracional del ovocito, es principalmente el
responsable de las diferencias observadas en la penetrabilidad in vitro de los ovocitos
maduros frente a los inmaduros.

Debido a que en estos trabajos sobre el efecto del cumulus durante la FIV no
se ha continuado el desarrollo embrionario, se carecen de los datos comparados sobre
la viabilidad de los ovocitos fecundados bajos estas condiciones. Sin embargo, si
existen estudios interesantes sobre el efecto del cumulus durante la MIV en la
posterior viabilidad embrionaria. Chian et al. (1994) investigaron el efecto del cumulus
durante la MIV de ovocitos bovinos observando que aunque el desarrollo a estadio de
2-8 células a las 48 horas postfecundacién no se veia afectado, las proporciones de
embriones que se desarrollaban a estadio de 8-32 células, mérula y blastocisto fueron
significativamente menores en los ovocitos madurados en ausencia del cumulus.
También se ha indicado que los ovocitos de oveja madurados sin cumulus fallan en la
division embrionaria tras la FIV (Crosby et al., 1981). En su estudio sobre el desarrollo
embrionario de cigotos rodeados o no por su cumulus, Carolan et al. (1995) no
encontraron efectos significativos de estas células sobre ninguno de los parametros de
desarrollo embrionario.

33



Revisién bibliografica

También se han llevado a cabo estudios sobre el efecto de las células del
cumulus oophorus durante la MIV sobre la ZP, pero no se dispone de datos durante la
FIV. Aunque se ha propuesto que la MIV de ovocitos rodeados por su cumulus reduce
el grado de endurecimiento de la ZP que ocurre de forma espontanea durante el
cultivo de ovocitos de ratén (De Felici y Siracusa, 1982), Chian et al. (1994) no
hallaron diferencias significativas entre ovocitos madurados con y sin cumulus en lo
que se refiere al endurecimiento de la ZP, aunque estos mismos autores proponen que
el efecto del cumulus durante la MIV entre ovocitos bovinos y de otras especies puede
ser diferente.

Al revisar los estudios del efecto del cumulus sobre los GC encontramos
nuevamente que éstos se han llevado a cabo durante la MIV pero no en los momentos
que rodean a la FIV, a pesar de que es en este momento en el que se produciria la
reaccion cortical. El completo estudio de Galeati et al. (1991) observando el efecto de
la denudacion a distintos tiempos de MIV ayudd a una mejor comprension de la
funcion de los GC, concluyendo que la persistencia de la interaccion entre el cumulus
y el ovocito estabiliza la distribucién de los GC, que la interrupcion de esta union
induce la exocitosis de los granulos y demostrando que las células del cumulus
durante la MIV son fundamentales para que el ovocito porcino mantenga su
penetrabilidad. Ademas, en este trabajo los autores observaron que la manipulacion
de los ovocitos antes de denudarlos provoca una exocitosis prematura de los GC que
podria explicar la disminuida penetrabilidad de los ovocitos maduros denudados.

Asi pues, las células del cumulus son indispensables durante la maduracién del
ovocito para lograr un correcto desarrollo citoplasmatico y durante la fecundacion, al
menos, para mantener una elevada penetrabilidad aunque carecemos de estudios
posteriores sobre desarrollo embrionario temprano.

2.2.2.4 Células oviductales

El oviducto es un tubo muscular con una capa serosa y una mucosa que
normalmente se divide en cuatro regiones: infundibulo (bordeado por fimbrias y abierto
por el ostium tubarico hacia la cavidad peritoneal), ampolla, istmo y unién utero-
tubarica. En la mayor parte de su longitud posee dos capas musculares, una externa
longitudinal y una interna circular, mientras que la mucosa se dispone en pliegues. Las
proporciones de musculo y mucosa varian a lo largo del oviducto. En los mamiferos, el
oviducto proporciona el microambiente adecuado para importantes procesos
reproductivos como el transporte de los gametos, la fecundacion y el desarrollo
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embrionario temprano. Este microambiente se consigue gracias a la propia superficie
celular del oviducto y al fluido oviductal al que hemos hecho referencia anteriormente.

En cuanto a la capa epitelial, se trata de epitelio pseudoestratificado columnar
intermitentemente ciliado (Banks, 1981). Asi las células que revisten el borde del
lumen del oviducto son de dos tipos: ciliadas (con numerosos cilios y
microvellosidades) y no ciliadas (o secretoras) con alguna célula linfoide dispersa
(Walter, 1995). Las fimbrias y el infundibulo son abundantemente ciliados y la
proporcion de células ciliadas disminuye aumentando la de las secretoras en direccion
hacia el istmo, donde estas ultimas se convierten en mas numerosas (Hafez, 1972;
Leese, 1983). El concepto de que las células secretoras estan relacionadas con la
sintesis de todos los componentes del FO es demasiado simplista ya que la capa
epitelial del oviducto deberia ser considerada en su totalidad. Aunque tradicionalmente
no se ha pensado que las células ciliadas estén involucradas en la formacion del FO,
este aspecto podria necesitar una revision.

Existe la conviccion general de que las células secretoras sufren un ciclo de
hipertrofia y atrofia a lo largo del ciclo estral. En el oviducto de coneja, que es quizas el
mejor caracterizado al respecto, la altura del epitelio ciliar y la actividad secretora
aumentan durante la dominancia de estrégenos, y ocurre una liberacion de granulos
secretores después del coito (Leese, 1988). Sin embargo, existen diferencias entre
especies tanto en la duraciéon de estos cambios como en el tipo de granulos y la
naturaleza de los procesos secretores (Risse y Leibich, 1979). Existen trabajos
contradictorios sobre los cambios ciclicos en las células ciliadas, atribuibles a
diferencias entre especies, dentro de los oviductos de la misma especie y dentro de
oviductos de un mismo animal. Aun asi, parece claro que los cambios ciclicos en las
células ciliadas no son tan importantes como los observados en las no ciliadas
(Verhage et al.,1979).

Las células oviductales pueden utilizarse tanto para investigar las interacciones
espermatozoides-oviducto, como para recrear las condiciones apropiadas para una
correcta fecundacién aproximando el proceso de fecundacién a las condiciones in vivo.
Concretamente los cultivos de células epiteliales del oviducto porcino (POEC) se han
empleado in vitro tanto antes como durante la FIV (Kano et al., 1994; Dubuc y Sirard,
1995; Romar et al., 2001) y bajo distintas condiciones: vesiculas en suspensién
(Dubuc y Sirard, 1996; Park y Sirard, 1996), monocapas (Nagai y Moor, 1990; Kano et
al.,, 1994; Gadea et al., 1998). Igualmente se han utilizado células procedentes de
distintas regiones del oviducto (Suarez et al., 1991; Dubuc y Sirard, 1996; Fazeli et al.,
1999), de diferentes estadios del ciclo reproductivo (Techakumphu y Srianan, 1994;
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Vatzias y Hagen, 1999) e incluso se han condicionado medios de cultivo con POEC
(Kano et al., 1994; Vatzias y Hagen, 1999).

Basicamente el método de obtenciéon de las células es a partir de oviductos de
matadero con un posterior aislamiento en el laboratorio por técnicas mecanicas o
enzimaticas. La viabilidad de las POEC tras su obtencién se comprueba mediante
tinciones vitales como el tripan azul y la observacién a nivel microscépico del
movimiento ciliar (Gabler et al., 1997). Ya que la obtencion de un grupo celular
heterogéneo deja lugar a dudas sobre el tipo celular aislado, la verificacién de que el
tipo celular aislado se corresponde con células epiteliales verdaderas se puede
realizar con citoqueratinas, marcadores epiteliales especificos que tifien los filamentos
de queratina (Thibodeaux et al., 1992; Reischl et al., 1999). Ademas, con técnicas de
microscopia electronica y de inmunocitoquimica se ha mostrado que las células
epiteliales mantienen su actividad secretora en cultivo (Ouhibi et al., 1991) y que
liberan factores embriotropicos, tanto in vivo como in vitro, implicados en la cronologia
y regulacion del desarrollo embrionario (Rizzino, 1987).

En un cultivo primario, las células se adhieren al soporte utilizado
aproximadamente en 2-3 dias perdiendo su forma cuboide y apareciendo en forma de
huso alargado (Ouhibi et al., 1991). En unos 5-8 dias (dependiendo del area a tapizar)
se consigue una monocapa de células poligonales cohesivas pudiendo aparecer
asociadas a éstas, células policariotas y fibroblastos dependiendo de la pureza del
cultivo (Ouhibi et al., 1989). En los cultivos en monocapa se manifiesta la inhibicién por
contacto y hay que resefiar que las células epiteliales no crecen en ausencia de suero.
Tras el primer subcultivo o pase, las células ciliadas tienden a desaparecer (Ouhibi et
al., 1989) observandose, tras varios pases, una alteracion espontanea en la morfologia
y crecimiento dependiendo de la especie.

En la especie porcina, los estudios in vitro han mostrado que las POEC tienen
un efecto beneficioso sobre la fecundacién de ovocitos inmaduros (Romar et al., 2001)
o madurados in vitro (Nagai y Moor, 1990; Kano et al., 1994; Dubuc y Sirard, 1995)
fecundados con semen refrigerado. Nagai y Moor (1990) sugirieron que el efecto
favorecedor de la monospermia se debia a la presencia de glicoproteinas en el medio
secretadas por las células oviductales y resumieron a tres niveles el efecto de las
células sobre los gametos: 1°) interaccion de las secreciones oviductales con las
envolturas del cigoto, ya que al menos dos proteinas oviductales se unen a la ZP del
cigoto porcino aunque no parece que modulen la penetracion; 2°) una interaccion de
las proteinas secretadas (glicoproteinas) y los espermatozoides fecundantes aunque
la interrelacién espermatozoides-oviducto no induce una penetracion o formacion de
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PNM mas rapida de la que se observa en ausencia de células; 3°) un efecto
beneficioso general no especifico sobre el medio de cultivo usado durante las fases de
cocultivo de los gametos y fecundacion.

Aunque los primeros sistemas para el cultivo in vitro de embriones (CE) se
basaron en intentos de imitar el ambiente oviductal con células epiteliales del oviducto
en cocultivo (Gandolfi et al., 1989), el posible efecto sobre los embriones cuando las
células estan presentes durante la FIV se desconoce ya que los trabajos que han
estudiado su repercusién durante la FIV no se han continuado hasta los primeros
estadios embrionarios.

Uno de los factores a tener en cuenta al utilizar estos cultivos celulares en el
laboratorio es el tipo de espermatozoides empleados y la concentracién espermatica.
Se ha observado que con espermatozoides eyaculados crioconservados el efecto
favorecedor de las células oviductales sobre la penetracion se mantiene, pero existe
un efecto contradictorio sobre la polispermia (Gadea et al., 1998; Romar et al., 2001).
Se desconoce si empleando espermatozoides de epididimo descongelados su
comportamiento seria similar al de los eyaculados. Ademas, el efecto favorecedor
sobre la monospermia se mantiene Uunicamente entre unos rangos de concentracion
espermatica adecuados aunque los porcentajes de penetracion no se vean
modificados (Dubuc y Sirard 1994; Romar et al., 2001).

Asi como el FO se ha empleado como un suplemento para la FIV, también se
han condicionado medios de cultivo con células oviductales para su posterior uso en
FIV o CE. Los tiempos para el condicionamiento de los medios varian segun los
autores: 6 horas (Kano et al., 1994) 6 72 horas (Chian y Sirard, 1995), observandose
en porcino que este medio disminuye la polispermia, efecto que no se observa cuando
el medio es condicionado por fibroblastos (Kano et al., 1994). Los resultados obtenidos
con el condicionamiento del medio serian consistentes con la visidon de que las células,
por un lado, alterarian la composicion del medio secretando factores embriotréficos
(Gandolfi et al., 1989) y por otro tendrian un efecto detoxificante sobre el mismo
eliminando sustancias téxicas (Bavister, 1988), lo que favoreceria el desarrollo
embrionario.

En cuanto al efecto que podrian ejercer las células oviductales y/o sus
secreciones sobre la ZP, Broermann et al. (1989) observaron que tanto los ovocitos
porcinos madurados in vivo como los embriones, son mas resistentes a la digestion
con una solucién proteolitica, a base de ftripsina y pronasa, que los ovocitos
procedentes del foliculo ovarico. Estos mismos autores mostraron que las secreciones
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oviductales endurecen la ZP colocando ovocitos foliculares en el interior de los
oviductos durante 30 minutos y observando que la ZP se hacia mas resistente a la
digestion con proteasas que la de los ovocitos no expuestos. Posteriormente, Buhi et
al. (1993) detectaron proteinas secretadas por el oviducto en la ZP, espacio
perivitelino y membrana plasmatica de ovocitos oviductales y embriones. Con el
tiempo, otros autores han observado este mismo efecto de endurecimiento de la ZP de
ovocitos cultivados con medio conteniendo FO (Kim et al., 1996) pero carecemos de
datos del tiempo de digestién de la ZP en ovocitos cultivados en contacto con
monocapas de células oviductales.

Kim et al. (1996) apuntaron que algun(os) factor(es) de las secreciones
oviductales era necesario para una reaccion cortical completa en ovocitos porcinos
madurados in vitro apoyando la hipotesis de que es la deposicion de una(s)
glicoproteina(s) en la ZP, seguida de su entrada al espacio perivitelino, la que
facilitaria o bien una exocitosis mas sincrénica de los GC o bien un aumento de la
reaccion de la ZP al contenido de los GC. Las hipotesis en este campo siguen en
debate desde que Wang et al. (1998) indicaran que los ovocitos porcinos madurados
in vivo e in vitro poseen la misma capacidad de liberar el contenido de los GC.

Las monocapas de POEC in vitro no solo unen los espermatozoides, sino que
también mantienen su viabilidad y su capacidad fecundante (Pollard et al., 1991). El
tiempo de adhesién de los espermatozoides a las células es de unos 20 minutos y los
espermatozoides cocultivados con células mantienen el movimiento flagelar y su
motilidad durante 6 horas de cocultivo a diferencia de los no preincubados con POEC
(Nagai y Moor, 1990). Roh et al. (1998) apuntaron que tanto para la union espermatica
como para el mantenimiento de la motilidad, las células del istmo juegan un papel mas
importante que las de la ampolla. Sin embargo, Chian y Sirard (1995) observaron que
la unidon de los espermatozoides de toro a las células epiteliales de la ampolla
mejoraba la capacitacion espermatica, pero que tanto las células de la ampolla como
las del istmo actuan sinérgicamente para inducir una capacitacion eficiente, proceso
que se inicia tanto por la uniéon a la monocapa de células oviductales como por la
exposicion al medio condicionado por las mismas.

En porcino, Rodriguez-Martinez et al. (1998) observaron que,
independientemente de que el cultivo sea procedente de istmo o ampolla, el 65% de
los espermatozoides se unen a las células oviductales en 2 horas pero sélo los
cocultivados con células del istmo mantienen su unidén hasta pasadas 5 horas. Segun
Dubuc y Sirard (1994) las células oviductales podrian tener un efecto sobre la
seleccion de los espermatozoides resultando en una reduccién de la polispermia y
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para Kano et al. (1994) serian algun(os) factor(es) solubles derivados a partir de las
células epiteliales los que disminuirian el nimero de espermatozoides que penetran el
ovocito sin modificar el porcentaje de fecundacion.

Uno de los campos que quedaria abierto a nuevos estudios es el de la(s)
posible(s) interaccion(es) entre las células del cumulus oophorus y las del oviducto
cuando se emplean in vitro ovocitos no denudados.

2.3 OTROS ESTUDIOS: INTERACCIONES CELULAS-MOLECULAS

Aparte de los estudios que se llevan cabo a nivel bioquimico y celular existen
una serie de trabajos, profundizando en las interacciones in vitro de los gametos con
ciertas moléculas, que estan abriendo nuevas lineas de investigacion. Hemos visto
que el medio ambiente que ocupa el lumen oviductal es complejo y seria imprudente
asumir que ninguno de sus componentes es redundante. Sin embargo, tal y como
apunta Leese (1988) las moléculas que parecen encajar mas claramente en el papel
de “factores ausentes” in vitro son las glicoproteinas derivadas del oviducto. Quiza por
ello se han realizado estudios buscando esa posible interaccion en el laboratorio y
basicamente estos trabajos consisten en el cultivo de los gametos con explantes
oviductales, FO e incluso con glicoproteinas oviductales purificadas.

2.3.1 Interacciones in vivo

El oviducto, mediante secreciones controladas hormonalmente, proporciona un
ambiente bioquimico que facilita, o podria ser esencial in vivo, para distintos procesos
como la capacitaciéon espermatica, la fecundacion o la divisién embrionaria en estadios
tempranos. Como se detall6 en el apartado 2.2.1.1, parte de las proteinas y otras
macromoléculas del FO no provienen del trasudado del suero sanguineo sino que son
sintetizadas y secretadas por el epitelio oviductal. Tras la ovulacién, la composicién de
la ZP del ovocito se modifica por la adicion de estas glicoproteinas oviductales,
llamadas “oviductinas” (Robitalle et al., 1988), algunas de las cuales son especificas
de las distintas fases del ciclo estral (Buhi et al., 1989).

Estas oviductinas han sido detectadas sobre la ZP de ovocitos de numerosas
especies. Hedrick et al. (1987) pudieron observar en ovocitos porcinos que el oviducto
modificaba la ZP concretamente mediante la adhesién de tres componentes con un
peso molecular de 82, 102 y 210 Kd respectivamente. Mas recientemente, Buhi et al.
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(1993) identificaron y caracterizaron tres glicoproteinas de alto peso molecular,
estrogeno-dependientes que fueron detectadas dentro de la ZP, el espacio perivitelino
y la membrana plasmatica de los ovocitos porcinos.

Logicamente la adhesion a la ZP de estas oviductinas podria modificar los
receptores espermaticos en la zona. En muchas especies de mamiferos, después de
entrar en el oviducto, los espermatozoides son almacenados en la parte del istmo
gracias a la union a las células que bordean el epitelio. En el cerdo, este contacto
espermatozoide-célula oviductal constituye una fase final de maduracién confiriendo al
gameto masculino la capacidad de atravesar las distintas cubiertas del gameto
femenino (Hunter, 1984).

De estas observaciones parten una serie de trabajos in vitro buscando esas
interacciones entre los gametos y los factores oviductales.

2.3.2 Interacciones in vitro

Como hemos relatado a lo largo de la revisién, los cultivos de células
oviductales se han empleado recientemente con el fin de imitar o aproximar las
condiciones que los gametos encuentran in vivo y conseguir estas interacciones. Los
primeros en utilizar los cultivos oviductales para precultivar espermatozoides de
verraco fueron Nagai y Moor (1990) quienes observaron que la fecundacion en
presencia de monocapas de POEC no reducia la polispermia. Sin embargo, al
precultivar los espermatozoides durante 2’5 6 3’5 horas si se reducia el porcentaje de
ovocitos polispérmicos. A raiz de sus observaciones, estos autores ya apuntaron que
el posible efecto in vitro de las células sobre los gametos se debia a una interaccién de
las secreciones oviductales con las envolturas del cigoto, a una interaccién de las
glicoproteinas secretadas y los espermatozoides fecundantes o bien a un efecto
beneficioso general no especifico sobre el medio de cultivo usado durante las fases de
cocultivo y fecundacion.

Con el paso del tiempo, otros autores han decidido utilizar directamente para
sus estudios muestras de FO, asegurandose asi el aporte glicoproteico. Asi pues, Kim
et al. (1996) cultivaron ovocitos porcinos durante 1’5 horas en un medio suplementado
con 10 6 30% de FO antes de la FIV y consiguieron incrementar la incidencia de
monospermia sin disminuir la penetracion. Este mismo equipo corroboré estos buenos
resultados en un trabajo posterior preincubando los espermatozoides para la FIV
durante 1’5 6 3 horas en FO observando que disminuia el nidmero medio de
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espermatozoides por ovocito (Kim et al., 1997). En ambos casos se sugirio,
nuevamente, que este efecto beneficioso se deberia a ciertas glicoproteinas en las
secreciones del FO que reducirian la fecundacion polispérmica y el numero de
espermatozoides que penetraran el ovocito.

De este modo, ante las especulaciones de que fueran las glicoproteinas las
causantes de la mejora en los resultados, Martus et al. (1998) decidieron purificarlas
directamente en el laboratorio. Asi, aislaron una proteina, de peso molecular menor a
50 Kd, a partir de oviductos de vacas en distintos estadios del ciclo. Al preincubar los
espermatozoides y realizar la FIV en un medio de cultivo suplementado con esta
glicoproteina oviductal encontraron mejoras en la fecundacion. De este modo
propusieron la inclusion de las glicoproteinas en los protocolos de FIV para reducir las
concentraciones espermaticas a utilizar manteniendo porcentajes de fecundacion
aceptables.

Muy recientemente Kouba et al. (2000), siguiendo este camino, observaron que
la exposicién de los ovocitos porcinos madurados in vitro denudados, 4 horas antes de
la FIV y durante la misma, a glicoproteinas oviductales purificadas reduce la
polispermia, el niumero de espermatozoides adheridos a la ZP e incrementa los
porcentajes de division embrionaria. Estos resultados podrian confirmarse ya que es
posible mejorar las penetraciones monospérmicas en la especie porcina cocultivando
los ovocitos en monocapas de POEC durante 4 horas antes de la FIV y con un tiempo
de contacto entre gametos de 6 horas (Romar et al., 2001).

Evidentemente, son necesarios estudios mas profundos en el campo de las
interacciones entre los factores oviductales y los gametos pero, de confirmarse los
escasos resultados que existen hasta la fecha, en un futuro las glicoproteinas
oviductales purificadas podrian convertirse en un de los suplementos habituales de los
medios para FIV.
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3. MATERIAL Y METODOS

En este apartado describiremos la metodologia seguida en el presente trabajo
refiriendo simultaneamente el material utilizado. Salvo que se indique lo contrario
todos los reactivos empleados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa;
Taufkirchen, Alemania).

3.1 MEDIOS DE CULTIVO Y SUPLEMENTOS

Los medios para el cultivo de células epiteliales de oviducto porcino (POEC),
maduracion in vitro de ovocitos (MIV), fecundacion in vitro (FIV) y cultivo in vitro de
embriones (CE) se detallan a continuacion:

- Medio TCM-199 con sales de Earle, L-glutamina y bicarbonato sédico. A partir
de 100 ml de medio stock comercial se prepard el medio para el cultivo de las células
POEC suplementado con 13% (v/v) de suero fetal bovino (Biological Industries, Beitz
Haemek, Israel), 150 Ul/ml de penicilina G sodica y 100 ug/ml de sulfato de
estreptomicina (Gibco BRL, Paisley, Reino Unido) tal y como describen Ouhibi et al.
(1991). El medio suplementado se conservo en condiciones estériles a 4°C durante el
periodo maximo de un mes.

- Medio NCSU-37. Se prepar6 en el laboratorio una solucién stock (Tabla 2)
con agua ultrapura (Milli-Q). A continuacion se esterilizo por filtracién haciéndolo pasar
a través de un filtro de membrana con diametro de 0’22 um y se conservd en
condiciones estériles a 4°C durante un maximo de dos semanas.

Para MIV, el medio NCSU-37 stock se suplementd con cisteina, [-
mercaptoetanol, insulina, glutamina, factor de crecimiento epidérmico (EGF), dibutiril
AMP ciclico (dbAMPc), fluido folicular porcino (PFF), PMSG y HCG (Foligén, Chorulén;
Intervet International B.V., Boxmeer, Holanda) tal y como describen Funahashi et al.
(1997) y como se refleja en la tabla 3.
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Tabla 2. Composicion del medio NCSU-37 stock (Peters y Wells, 1993).

Componente Concentracion (mM)
NaCl 10873
NaHCO; 2507

KCI 4'78
KH,PO, 119
MgSO,e7H,0 119
CaCl,e2H,0 1’70
Glucosa 555
D-Sorbitol 12°00
Penicilina G sédica 018
Sulfato de estreptomicina 39'00 U/ml

Tabla 3. Suplementos del medio NCSU-37 para maduracién in vitro de ovocitos
porcinos (Funahashi et al., 1997).

Componente Concentracion
Cisteina 0’57 mM
B-mercaptoetanol 50’00 uM
Insulina 500 mg/L
Glutamina 1’00 mM
EGF 10’00 ng/ml
dbAMPc 1’00 mM
PFF 10% (v/v)
PMSG 10 Ul/ml
HCG 10 Ul/ml

- Medio TALP. La solucién stock (Tabla 4) se prepard en el laboratorio con
agua ultrapura tal y como describen Rath et al. (1999). Se esterilizd por filtracion y se
conservo bajo condiciones estériles a 4°C durante un maximo de cuatro semanas.
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Tabla 4. Composicion del medio TALP stock (Rath et al., 1999).

Componente Concentracion (mM)
NaCl 114’06
NaHCO; 2507
KCI 320
NaH,PO,eH,0 0’35
MgCl,e6H,0 0’50
Lactato Cae5H,0 800
Lactato sodico 10°00
Glucosa 500
Cafeina 2'00
Sulfato de kanamicina 017
Rojo fenol 0003
PVA 1 mg/ml

Para FIV, el medio TALP stock se suplementé con 3 mg/ml de albumina sérica
bovina y 0’12 mg/ml de piruvato sédico, tal y como describen Rath et al. (1999) y el pH
se ajustd hasta 7°4 en un incubador al 5% de CO,, 38'5°C y atmdsfera saturada de
humedad.

- Medio NCSU-23. Siguiendo el protocolo de Peters y Wells (1993), se preparo
una solucion stock (Tabla 5) con agua ultrapura, se esterilizé por filtracion y se
conservo a 4°C durante un maximo de dos semanas. En el momento de su uso para
CE, el NCSU-23 stock se suplementd con 4 mg/ml de albumina sérica bovinay 1 mM
de glutamina.

Mientras no se especifique lo contrario, cuando se haga referencia a un medio
de cultivo se entendera como finalmente suplementado para cultivo de células POEC,
MIV, FIV o CE.
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Tabla 5. Composicion del medio NCSU-23 stock (Peters y Wells, 1993).

Componente Concentracion (mM)
NaCl 108’73
NaHCO; 2507
KCI 4'78
KH,PO, 119
MgSO,e7H,0 119
CaCl,e2H,0 170
Glucosa 555
Taurina 700
Hipotaurina 500
Penicilina G soédica 0’18
Sulfato de estreptomicina 39 U/ml

3.2 CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES DE OVIDUCTO PORCINO (POEC)

Los oviductos se obtuvieron a partir de genitales de cerdas prepuberes hibridas
comerciales, aproximadamente de 90-100 kg de peso, sacrificadas en matadero y
transportados al laboratorio en un recipiente atemperado a 38-39°C en el plazo
maximo de 3 horas desde el sacrificio. A su llegada se realizaron dos lavados en un
tampon fosfato salino de Dulbecco modificado (PBS), atemperado y sobre una placa
de Petri con PBS se procedio a la diseccion del oviducto completo separandolo de los
tejidos adyacentes y el ovario.

El procedimiento de obtencion de las células epiteliales del oviducto fue
basicamente el descrito por Ouhibi et al. (1991) y consistié en hacer pasar por el
interior de la luz oviductal una soluciéon comercial de tripsina porcina especifica para
cultivo de células endoteliales (500 BAAE unidades de tripsina porcina y 180 ug de
EDTA en PBS). Seguidamente se oprimi6 uno de los extremos del oviducto, se llend la
luz oviductal con la solucién enzimatica y se cerré el otro extremo dejando actuar la
tripsina por un periodo de 45 minutos a 38'5°C. Pasado este tiempo se cortaron los
puntos de contencién y se exteriorizé el contenido oviductal por presién mecanica con
una pinzas sobre las paredes del oviducto. El contenido se recogié sobre una placa de
Petri con medio 199 equilibrado en el incubador de CO, al menos 2 horas y las células
oviductales se disgregaron mediante aspiracién con una pipeta automatica. A
continuacion se centrifugd a 800 g durante 4 minutos descartandose el sobrenadante y
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diluyendo el pellet con medio 199 fresco. Tras una segunda centrifugacion a 800 g
durante 4 minutos, el sedimento se resuspendié con medio 199 fresco y se ajusto la
concentracion celular mediante recuento en camara hemocitométrica. Las células se
sembraron a una concentracién aproximada de 1x10° células/ml de medio en las
respectivas placas de Petri con medio 199 equilibrado previamente al menos 2 horas.

Pasados 3 dias desde la siembra, el medio con las células no adheridas fue
reemplazado por medio 199 fresco comprobandose la adhesion de las células a la
superficie de la placa. Este proceso se repitiéo cada 2 dias hasta la total confluencia de
las células en una monocapa tras 7-9 dias de la siembra. En cada cambio de medio se
comprobd la ausencia de contaminacion, el crecimiento celular y el movimiento ciliar
en los cultivos. Todos los cultivos de células oviductales empleados en este trabajo
fueron de tipo primario.

3.3 PRUEBAS DE INMUNOCITOQUIMICA

Para establecer la naturaleza epitelial en los cultivos celulares a emplear en los
experimentos, se realizaron pruebas de inmunocitoquimica indirecta utilizando
anticuerpos contra la citoqueratina (Thibodeaux et al., 1992; Walter, 1995; Reischl et
al., 1999). El procesado de las células epiteliales fue similar al descrito en el apartado
anterior pero en este caso se introdujo un cubreobjetos estéril en cada placa de Petri.
Pasados 3 ¢ 4 dias de la siembra, y tras comprobar la adhesion y crecimiento de las
células, las muestras se procesaron para los ensayos siguiendo el protocolo descrito
por Cox y Leese (1997) con ligeras modificaciones.

Los cubreobjetos se lavaron tres veces en PBS antes de fijarlos en una
solucion de metanol:acetona (7:3 v/v) durante 7 minutos. A continuacién se afiadieron
sobre una de las muestras 50 yl de anticuerpo monoclonal anticitoqueratina 8.13
(Walter, 1995) a una dilucién 1:20 (v/v) en PBS con 0'5% de Tritén X-100 con el fin de
marcar aquellas células que fuesen verdaderamente epiteliales. Sobre otro
cubreobjetos, procedente del mismo cultivo celular, se anadieron 50 ul de anticuerpo
antitubulina E7 a una dilucién 1:100 (v/v) en PBS con 0’5% de Triton X-100 con el
objeto de visualizar el citoesqueleto celular. Finalmente sobre otro cubreobjetos se
anadieron 50 pl de PBS con 0'5% de Tritén X-100 sin ningun anticuerpo para utilizarlo
como testigo blanco de la técnica. Todas las muestras se incubaron durante 1 hora a
37°C en una atmésfera saturada de humedad.
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Pasado este tiempo, las muestras se lavaron 3 veces con PBS vy
posteriormente se afadieron sobre cada cubreobjetos 500 pl de un segundo
anticuerpo conjugado con 5 mM de fluorocromo azida (antimouse Alexa; Molecular
Probes, Leiden, Holanda) a una dilucién 1:2000 (v/v) en PBS con 0’5% de Triton X-
100. Las muestras se incubaron nuevamente durante 1 hora a 37°C y atmésfera
saturada de humedad lavandose posteriormente 3 veces en PBS. Seguidamente se
afiadieron sobre cada cubreobjetos 100 ul de colorante Hoescht 33342 a una dilucion
1:100 (v/v) en metanol puro con el fin de tedir los nucleos celulares y se mantuvo
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron las muestras con
metanol puro y se montaron sobre portaobjetos haciendo contactar las células con el
mismo.

Este proceso se repitié del mismo modo con muestras celulares procedentes
de fibroblastos fetales porcinos que se utilizaron como control negativo de la técnica
(Reisch et al., 1999).

3.3.1 Valoracién microscopica de resultados

Todas las muestras se visualizaron en un microscopio de contraste de fases
con fluorescencia (Nikon) a 400 aumentos y se excitaron con una longitud de onda de
495 nm. Se consideraron células oviductales epiteliales aquellas que tras la tinciéon con
la anticitoqueratina mostraron el citoplasma celular teiido de verde y células no
epiteliales aquéllas que, al igual que los fibroblastos, no emitieron fluorescencia. Los
nucleos celulares tras la tincion con Hoescht se mostraron de color azul y el
citoplasma de las muestras celulares tenidas con antitubulina se observd de color
verde.

3.4 OBTENCION DE OVOCITOS Y MADURACION IN VITRO (MIV)

Los ovarios se obtuvieron en el matadero a partir de cerdas prepuberes y se
transportaron al laboratorio en un recipiente atemperado a 39°C en un plazo maximo
de 3 horas desde el sacrificio de los animales.

Una vez en el laboratorio, los ovarios se sometieron a dos lavados en PBS
atemperado y los ovocitos se obtuvieron, mediante aspiracion con bomba de vacio, de
los foliculos ovaricos con un diametro entre 3-6 mm. El contenido folicular se recogio
en tubos estériles y se resuspendio en PBS atemperado dejandolo sedimentar durante
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5 minutos. Pasado este tiempo se repitié la misma operacion y el pellet se diluyd con
PBS fresco. Bajo el estereomicroscopio (Nikon) y a 20 aumentos, se seleccionaron
aquellos ovocitos con un citoplasma homogéneo y granulado y rodeados por varias
capas de células del cumulus oophorus con un aspecto compacto. Los complejos
células del cumulus oophorus-ovocito (COCs) se aspiraron con una pipeta Pasteur
adelgazada con el extremo romo y conectada a un tubo flexible de silicona.

Los COCs seleccionados se lavaron una vez en PBS atemperado y dos veces
en medio NCSU-37 previamente equilibrado a 38’5°C en el incubador a 5% de CO, y
atmosfera saturada de humedad (Heraeus) durante al menos tres horas. El cultivo se
llevd a cabo en grupos de 45-50 COCs en un volumen de medio de 500 ul. Pasadas
20-22 horas de cultivo, los COCs fueron transferidos a medio NCSU-37 libre de
PMSG, HCG y dbAMPc donde se lavaron 2 veces y se cultivaron durante 20-22 horas
(Funahashi y Day, 1993b).

3.5 OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES Y FECUNDACION IN VITRO

El semen utilizado procedié de un unico verraco (cruce de Large White y
Landrace) perteneciente al Instituto de Ciencia y Comportamiento Animal (Mariensee,
Alemania) que estaba siendo utilizado en programas de inseminacién artificial con
buenos resultados.

Inmediatamente tras el sacrificio del verraco, a los dos afos de edad, los
testiculos se transportaron en un termo al laboratorio donde se aislo el epididimo
completo por diseccion (Rath y Niemann, 1997). A continuacion se procedié al lavado
del conducto deferente en direccién caudal con diluyente Androhep® (Minitlb,
Tiefenbach, Alemania) recogiéndose el medio en un recipiente estéril. El semen se
someti®6 a una centrifugacion a 800g durante 10 minutos y el pellet de
espermatozoides se sometid a crioconservacién siguiendo la técnica descrita por
Westendorf et al. (1975) en pajuelas de 025 ml a una concentracién de 5x10’
espermatozoides por pajuela (Rath y Niemann, 1997).

Para la fecundacién in vitro se descongelaron 3 pajuelas a 38°C durante 20
segundos (Rath y Niemann, 1997), se valoré la motilidad espermatica en una escala
subjetiva de 0 a 100 y la calidad de movimiento en una escala subjetiva de 0 a 5. A
continuacion, el semen se resuspendié en 10 ml de Androhep® atemperado a 39°C y
se centrifugd a 800g durante 3 minutos para eliminar las particulas groseras y restos
de los crioprotectores. El sedimento se resuspendié con medio TALP preequilibrado
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dos horas a 385°C y 5% de CO, y, mediante un recuento en una camara
hemocitométrica, se ajustd la concentracion espermatica final a un ratio de 1500
espermatozoides/ovocito en un volumen de inseminacion de 10 pl para todas las
experiencias. Previamente a la fecundacion in vitro se valoraron nuevamente la
motilidad espermatica y la calidad de movimiento empleandose unicamente las
muestras con motilidad nunca menor al 70 y calidad de movimiento no inferior a 3.

Para la FIV se equilibraron en el incubador de CO, las placas de Petri
correspondientes con 90 ul de medio TALP bajo aceite de parafina (Experiencia 2.1) o
190 ul de medio TALP (Experiencias 2.2, 3.2 y 4.2). En todos los casos se dispusieron
45-50 ovocitos madurados in vitro previamente lavados 2 veces con medio TALP.
Aproximadamente 30 minutos mas tarde se depositaron en cada placa 10 ul de la
solucion espermatica.

Los gametos se coincubaron durante 18-20 horas en condiciones de 38'5°C de
temperatura y 5% de CO, en aire saturado de humedad. Pasado este periodo de
tiempo se valoraron los resultados de la fecundacion in vitro.

3.5.1 Valoraciéon microscopica de resultados

Tras el periodo de coincubacion se eliminaron de forma mecanica los restos de
células del cumulus oophorus y los espermatozoides adheridos a la superficie del
ovocito en PBS atemperado. Los ovocitos se fijaron siguiendo la técnica descrita por
Chang (1952) con ligeras modificaciones (Coy, 1991). Los ovocitos permanecieron en
una solucion fijadora de etanol absoluto:acido acético (3:1 v/v) durante 24 horas tras
las cuales se tifieron con colorante lacmoid al 1%.

Tras la tincion, las preparaciones se visualizaron a 200-400 aumentos en
microscopio de contraste de fases (Nikon). Los ovocitos no maduros a nivel nuclear
(en estadio de vesicula germinal u otros previos a metafase Il; Figuras 2.1 y 2.2), asi
como los degenerados, partenogenéticos o no visualizables por la técnica de tincion
quedaron registrados, aunque fueron descartados en el estudio estadistico. Se
consideraron ovocitos no penetrados aquellos en estadio nuclear de metafase Il (placa
metafasica y primer corpusculo polar; Figura 2.3) o con un prondcleo femenino sin
cabezas ni colas espermaticas en el interior del citoplasma Se contabilizaron como
ovocitos penetrados aquellos con, al menos, un espermatozoide en su interior ya fuera
con la cabeza en forma compacta, descondensada o de pronucleo masculino. Como
ovocitos capaces de formar pronucleo masculino se incluyeron aquellos con al menos
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un pronucleo masculino y otro femenino (Figuras 2.4 y 2.5). Para contabilizar el
numero de espermatozoides por ovocito se tuvieron en cuenta los pronucleos
masculinos al igual que las cabezas espermaticas en descondensacion y compactas
(Figura 2.6). Se consideraron ovocitos monospérmicos aquellos con un unico
espermatozoide en su interior en cualquiera de sus formas. Los espermatozoides
adheridos a la superficie del ovocito se diferencian de los que estan en el interior del
mismo por las caracteristicas de tincion y el plano 6ptico donde se encuentran.

Las variables estudiadas tras la FIV fueron las siguientes:

e Porcentaje de ovocitos penetrados (% Penetracion): se calculdé como el
numero de ovocitos penetrados sobre el total de ovocitos maduros.

e Numero medio de espermatozoides por ovocito (E/O): se valor6 como el
numero medio de espermatozoides por ovocito penetrado.

e Porcentaje de formacion de pronucleo masculino (% PNM): numero de ovocitos
que presentaron al menos un pronucleo masculino sobre el total de ovocitos
penetrados.

e Porcentaje de monospermia (% Monospermia): numero de ovocitos
monospérmicos en relacion al numero total de ovocitos penetrados.

3.6 CULTIVO IN VITRO DE EMBRIONES (CE)

A las 18-20 horas de la fecundacion in vitro, los cigotos se trasladaron a medio
NCSU-23 previamente equilibrado y se eliminaron los restos de células del cumulus
oophorus y los espermatozoides adheridos a la zona pelucida mediante manipulacion
mecanica. Seguidamente se lavaron 2 veces en medio NCSU-23 y se cultivaron
durante 24 horas en grupos de 45-50 en placas de Petri con 2 ml de medio. Pasado
este tiempo, se seleccionaron bajo el estereomicroscopio unicamente aquellos
embriones que se encontraban divididos en estadio de 2-4 células (Figura 3.1) y se
dispusieron en placas de 2 ml con medio NCSU-23 fresco. El cultivo de embriones se
mantuvo en estas condiciones hasta los 8 dias postfecundacién a 385°C de
temperatura y 5% de CO; en aire saturado de humedad.
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Figura 2. 1: Ovocito porcino en estadio de vesicula germinal (VG). Tincion con lacmoid
al 1%, microscopio de contraste de fases, objetivo 40X. 2: Ovocito en estadio de
telofase donde se puede apreciar el huso acromatico (H) y los cromosomas en los
polos, 100X. 3: Detalle de un ovocito madurado in vitro en estadio de Metafase Il con
los cromosomas (M) dispuestos en el ecuador del huso acromatico y el primer
corpusculo polar (CP), 100X. 4: Ovocito monospérmico con dos pronucleos (PN) tras
ser fecundado in vitro, 40X. 5: Detalle de los dos pronucleos de la imagen 4 donde se
puede apreciar la cola espermatica (—). 6: Ovocito polispérmico mostrando varios
pronucleos (PN) y espermatozoides descondensados (D) en el citoplasma, 40X.
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3.6.1 Valoraciéon microscopica de resultados

Se consideraron embriones divididos aquellos que a las 48 horas
postfecundaciéon se encontraban en estadio de 2-4 células con blastdmeros
homogéneos (Figura 3.2). Una vez finalizado el periodo de cultivo, se aislaron bajo el
estereomicroscopio a 50 aumentos aquellos embriones con aspecto de blastocisto
(Figura 3.3 y 3.4) y se trasladaron a PBS atemperado. Seguidamente se procesaron
para valorar la calidad embrionaria segun el nimero de blastdmeros por embrion
siguiendo la técnica de Dobrinsky et al. (1996). Brevemente, los blastocistos se
mantuvieron durante 5 minutos a 38°C en una solucion de Hoescht 33342 al 1% en
PBS para teiir los nucleos celulares. Pasado el tiempo de tincion se montaron sobre
un portaobjetos y se visualizaron inmediatamente en un microscopio de fluorescencia
a 400 aumentos y 495 nm de longitud de onda. Se contabilizaron todos los nucleos
considerandose el numero total de células por blastocisto como el numero total de
nucleos tefidos (Figuras 3.5y 3.6).

Las variables estudiadas en esta experiencia se detallan a continuacion:

e Porcentaje de divisibn embrionaria (% Divisidén): se contabilizdé el numero de
embriones en estadio de 2-4 células con respecto al total de los cigotos que
iniciaron el cultivo embrionario.

e Porcentaje de blastocistos (% Blastocistos): se valor6 como el nimero de
blastocistos con respecto al total de embriones divididos.

e Numero medio de células por blastocisto (N céls/blastocisto): se calculé como
el numero medio de nucleos tenidos por blastocisto.
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Figura 3. 1: Embrién de 2 células a las 24 horas postfecundacion junto a otra célula no
dividida, sistema Hoffman, objetivo 40X. 2: Embrién de 2-4 células a las 48 horas
postfecundacion, Hoffman, 40X. 3: Grupo de blastocistos (—) en la placa de cultivo a
los 7 dias postfecundacion. Microscopio de contraste de fases, 10X. 4: Detalle de un
blastocisto cavitado mostrando el blastocele (B) y la masa celular interna (MCI),
Hoffman, 40X. 5: Blastocisto tras la tincion con Hoescht 33342 con los nucleos de los
blastomeros tenidos en azul. Microscopio de epifluorescencia, 40X. 6: Blastocisto
tefido con Hoescht 33342, epifluorescencia, 100X.
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3.7 DIGESTION DE LA ZONA PELUCIDA (ZP)

Para los ensayos de digestién de la ZP se sigui6 la técnica descrita por Wang
et al. (1997b) con ligeras modificaciones. Los ovocitos se extrajeron de sus respectivas
placas de cultivo (Figura 4.1) y se denudaron mecanicamente tras varios pases a
través de una pipeta automatica en PBS (Figura 4.2). A continuacion se pasaron en
grupos de 10 a microgotas de 100 ul de una solucion de pronasa (proteasa de
Streptomyces griseus; 4 U/mg) al 0'1% en PBS considerandose ese momento como
tiempo cero. Los ovocitos se observaron de forma continuada bajo el
estereomicroscopio a 50 aumentos (Figura 4.3). El momento en que la zona dejo de
ser visible se anoté como tiempo de digestion de la ZP (Figura 4.4). Todo el procesado
de las muestras se llevo a cabo a temperatura ambiente.

La variable estudiada en esta experiencia fue el tiempo de digestion de la zona
pelucida medido en segundos (Tiempo digestiéon ZP).

3.8 ESTUDIO DE GRANULOS CORTICALES (GC)

Los ovocitos procedentes de las placas de cultivo se denudaron en PBS y se
procesaron basicamente segun la técnica de Yoshida et al. (1993b) con
modificaciones (Wang et al., 1997b). Tras un periodo de fijacion de 30 minutos a
temperatura ambiente en una solucion de formaldehido al 3'7% (w/v) en PBS, se
lavaron 3 veces en PBS y se trataron con una solucién de Triton X-100 al 0'1% (v/v) en
PBS durante 5 minutos. A continuacién, se introdujeron en una solucién de lectina
procedente de Arachis hypogeae (PNA) conjugada a isotiocianato de fluoresceina
FITC (PNA-FITC; 100 ug/ml en PBS). Las muestras se cultivaron con PNA-FITC a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos, tras los que se trataron
nuevamente con Tritén X-100 al 0'01% (v/v) en PBS durante 5 minutos. Finalmente, se
realizaron 3 lavados en PBS y los ovocitos se montaron sobre portaobjetos
manteniéndose a 4°C en oscuridad hasta su estudio.

55



Material y Métodos

Figura 4. 1: Ovocito rodeado por sus células del cumulus oophorus expandidas tras la
maduracién in vitro, sistema Hoffman, objetivo 40X. 2: Ovocito denudado antes de ser
sometido a la digestion de la zona pelucida (ZP) con pronasa. Hoffman, 40X. 3:
Ovocito en una solucion de pronasa al 0'1% en el que se aprecia el inicio de la
digestion de la ZP. Hoffman, 40X. 4: Ovocito en el que la digestiéon de la ZP se ha
completado. Microscopio de contraste de fases, 40X.
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3.8 1 Valoraciéon microscopica de resultados

Las muestras se visualizaron en un microscopio (Leica DMRB) con un médulo
confocal TCS NT equipado con un laser de Krypto-argon para la excitacion de la
fluoresceina. Las imagenes se obtuvieron utilizando un objetivo de inmersién (Leica PL
APO UV 63’5 x 1.32NA) y se grabaron digitalmente sobre un disco magneto-6ptico. En
cada ovocito se observaron dos secciones: un primer corte a nivel ecuatorial (Figura
5.1) entendiéndose éste como el punto donde el ovocito alcanza su mayor diametro, y
el segundo a 35-40 uym del plano ecuatorial (Yoshida et al., 1993b; Kim et al., 1996)
recibiendo el nombre de cértex (Figura 5.2). Las imagenes de cada uno de estos dos
planos se capturaron con el software informatico integrado en el equipo de
microscopia siendo el grosor de cada corte de aproximadamente 1 pm.

Posteriormente, la densidad de GC de cada ovocito se analizd con un
programa informatico de analisis de imagen MIP4 (Consulting de imagen digital S.L.,
Microm, Espafia). En la imagen ecuatorial se realizaron dos circulos concéntricos para
aislar el espacio inmediatamente por debajo de la membrana plasmatica (Figura 5.3).
En este punto se calcularon los datos de area total aislada, area total marcada con
lectina, porcentaje de area marcada con respecto al total y niumero de puntos en el
area seleccionada. En la imagen cortical se trazd un circulo para aislar el cértex del
ovocito (Figura 5.4) y dos circulos concéntricos alrededor de la ZP (Figura 5.5). En
ambos planos se registraron las mismas mediciones que para el ecuador.

Puesto que en algunas ocasiones los GC se observaron en forma de
agregados, no se considerd como valor absoluto de GC el calculado por el ordenador.
En su lugar, en una region de baja densidad se aislaron un total de 1.300 puntos en
varios ovocitos calculandose el area ocupada por cada uno de ellos que arrojo un valor
de 0'094 umz y, por consiguiente, un diametro de 0’34 um. Por ello, el numero final de
GC por cada 100me2 de ecuador, cortex o ZP no se midi6 a través del ordenador sino
que se calculé dividiendo el porcentaje de area marcada por 0°094.

Las variables estudiadas en esta experiencia fueron las siguientes:

e Porcentaje de area tefiida con PNA-FITC (% Area): porcentaje de area tefiida
frente al area total que ocupa el plano en estudio (ecuador, cortex o ZP).

e Densidad de granulos corticales (Numero GC/100 pm?): se midié6 como el
nimero medio de granulos corticales por unidad de superficie (100 um?®) para
cada uno de los planos estudiados.
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Figura 5. 1: Plano ecuatorial de un ovocito teflido con FITC-PNA. Microscopio laser
confocal, objetivo 63'5X. 2: Plano cortical del mismo ovocito de la imagen 1. Confocal,
63'5X. 3: Zona ecuatorial aislada a partir de la imagen 1 para el recuento de granulos
corticales, capturada con el programa informatico MIP4. 4: Cértex aislado a partir de la
imagen 2 para el recuento de granulos corticales, capturada con el programa
informatico MIP4. 5: Zona pelucida aislada a partir de la imagen 2 para el recuento de
granulos corticales, capturada con el programa informatico MIP4.

Plano ecuatorial Ecuador

Plano cortical

Zona pelucida
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3.9 DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo se llevd a cabo en 4 experiencias (Figura 6).

Experiencia 1: caracterizacion del cultivo de células epiteliales del oviducto
porcino

Esta experiencia se realizd con la finalidad de conocer la pureza de los cultivos
celulares que se utilizarian a lo largo del trabajo experimental. Para ello, se realizaron
cultivos primarios de ceélulas epiteliales de oviducto porcino y se practicaron los
ensayos de inmunocitoquimica con el objetivo de diferenciar las células epiteliales y no
epiteliales. Se contabilizaron 5 campos de 40 aumentos para cada una de las
muestras y en cada uno de ellos se contabilizaron las células epiteliales. Esta
experiencia se llevo a cabo en 3 replicados para posteriormente sumar los resultados y
obtener el porcentaje de células epiteliales con respecto al total de células
contabilizadas.

Experiencia 2: estudio del efecto de las células epiteliales del oviducto vy las
células del cumulus oophorus sobre la fecundacion in vitro y el desarrollo
embrionario

Se estudio el efecto de las células oviductales a dos niveles: antes de la
fecundacion in vitro y durante la fecundacion in vitro con ovocitos rodeados por el
cumulus o denudados. De este modo la experiencia quedo subdividida en:

Experiencia 2.1: efecto de la preincubacion en células oviductales antes
de la FIV en ovocitos con cumulus y denudados

Los COCs se maduraron in vitro y pasado el periodo de cultivo la mitad de ellos
se preincubaron durante 3 horas en presencia de una monocapa de células epiteliales
previamente equilibrada durante 30 minutos con medio TALP (Grupo Preincubacion
Si) y el resto se mantuvo en sus respectivas placas de maduracién (Grupo
Preincubacion NO). A su vez, los ovocitos que se preincubaron se dividieron en
ovocitos rodeados (Grupo Cumulus Si) o no (Grupo Cumulus NO) por las células del
cumulus oophorus.

Antes de la FIV, la mitad de los ovocitos no preincubados se denudé de forma
mecanica y el resto se mantuvo rodeado por las células del cumulus. A continuacion
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todos los ovocitos se lavaron en medio TALP previamente equilibrado y se pasaron a
microgotas de 90 ul cubiertas con aceite de parafina en grupos de 45-50. Todos los
ovocitos se fecundaron con espermatozoides epididimarios de un Unico macho, a una
concentracion de 1.500 espermatozoides/ovocito, en un volumen de 10 ul y en
ausencia de células oviductales.

Los gametos se cocultivaron durante 18-20 horas tras las cuales 14-16 ovocitos
por grupo se procesaron para valorar los distintos parametros de FIV. El resto de los
ovocitos se llevaron a cultivo de embriones para estudiar el efecto de la preincubacion
con células oviductales y de las células del cumulus sobre el desarrollo embrionario.

Esta experiencia se llevo a cabo en 6 replicados sumandose posteriormente los
datos para su analisis conjunto. Todos los cultivos de células oviductales empleados
fueron de tipo primario.

Experiencia 2.2: efecto de la presencia de células oviductales durante la
FIV en ovocitos con cumulus y denudados

Una vez finalizado el periodo de MIV, los ovocitos se cambiaron a medio TALP
y la mitad se denudé de forma mecanica (Grupo Cumulus NO) manteniéndose el resto
rodeado por las células del cimulus (Grupo Cumulus Si). Una vez lavados, los
ovocitos se fecundaron en grupos de 45-50 en presencia (Grupo POEC Si) o ausencia
(Grupo POEC NO) de una monocapa de células oviductales previamente equilibrada
con 190 ul de medio TALP durante 30 minutos. Todos los ovocitos se fecundaron con
espermatozoides de epididimo de un unico macho, a una concentracion de 1.500
espermatozoides/ovocito en un volumen de 10 pl.

Los gametos se cocultivaron durante 18-20 horas pasadas las cuales se
procesaron unos 16-18 ovocitos de cada grupo para valorar los mismos parametros de
FIV que en la experiencia 2.1. El resto de los cigotos se llevaron a CE para estudiar el
efecto de la presencia de las células oviductales y las células del cumulus durante la
FIV sobre el desarrollo embrionario.

Esta experiencia se llevo a cabo en 5 replicados analizandose los resultados de
todos ellos de forma conjunta.
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Experiencia 3: estudio del efecto de las células epiteliales del oviducto vy las
células del cumulus oophorus sobre la resistencia de la zona peldcida

El objetivo de esta experiencia fue analizar el efecto de las células oviductales
y del cumulus sobre el endurecimiento de la zona pellcida y su posterior resistencia a
la digestion enzimatica con pronasa. Al igual que en la experiencia 2, se estudi6 el
efecto de las células antes de la FIV (preincubacién con POEC de ovocitos denudados
y con cumulus) y durante la FIV (fecundacion con y sin POEC de ovocitos denudados
o con cumulus). Asi pues, esta experiencia quedo dividida en:

Experiencia 3.1: efecto de la preincubacion en células oviductales de

ovocitos con cumulus y denudados

Se estudid el efecto de la preincubacion de ovocitos en presencia o ausencia
de células oviductales durante 3 y 6 horas. De este modo, una vez transcurrido el
periodo de MIV, un grupo de 10 ovocitos se denuddé mediante pases a través de una
pipeta automatica en PBS e inmediatamente se puso en contacto con la pronasa para
estudiar el tiempo de digestion de la zona pelucida (Control MIV). Del resto de
ovocitos, la mitad se denudaron, la otra se mantuvo rodeada por sus células del
cumulus y tras dos lavados en medio TALP equilibrado se introdujeron en placas de
Petri con 2 ml de medio TALP en presencia o ausencia de una monocapa de células
POEC (20 ovocitos/grupo). Los ovocitos se mantuvieron bajo condiciones de 38'5°C
de temperatura, 5% de CO, en aire y atmodsfera saturada de humedad. Pasadas 3
horas de cultivo, se tomaron 10 ovocitos, de cada uno de los cuatro grupos vy, tras
lavarlos en PBS, se realiz6 la prueba de digestién de la zona pellucida (Grupo
preincubacion 3 horas). El resto se mantuvo en cultivo durante otras 3 horas tras las
cuales otros 10 ovocitos se procesaron igualmente con la enzima para estudiar los
tiempos de digestion (Grupo preincubacién 6 horas).

Se realizaron 5 replicados consecutivos y los resultados de todos ellos se
analizaron de forma conjunta.
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Experiencia 3.2: efecto de la presencia de células oviductales durante la
FIV en ovocitos con cumulus y denudados

Para esta experiencia los ovocitos se manipularon y se fecundaron tras el
periodo de MIV bajo las mismas condiciones que en la experiencia 2.2. Al igual que en
el caso de la experiencia anterior, 10 ovocitos se procesaron para la prueba de
digestion de la zona pellcida con pronasa justo tras la MIV (Control MIV). La FIV se
llevé a cabo bajo las mismas condiciones que la experiencia 2.2 y a las 3 horas de la
fecundacion se tomaron 10 ovocitos de cada grupo que tras ser lavados en PBS se
pusieron en contacto con pronasa para realizar el ensayo de digestioén de la ZP.

Para esta experiencia se desarrollaron 6 replicados consecutivos sumando

todos los resultados para su posterior analisis estadistico.

Experiencia 4: estudio del efecto de las células epiteliales del oviducto vy del
cumulus oophorus sobre la densidad v distribucion de los granulos corticales

Como en las experiencias 2 y 3, el objetivo fue estudiar el efecto de las células
oviductales a dos niveles (antes y durante la FIV) empleando ovocitos denudados o
con cumulus. De este modo esta experiencia se subdividio en:

Experiencia 4.1: efecto de la preincubacion en células oviductales de

ovocitos con cumulus y denudados

Al igual que en el caso de la experiencia 3.1, se estudié el efecto de la
preincubacion en células oviductales de ovocitos con cumulus y denudados. Ambos
tipos de ovocitos se incubaron en POEC 3 y 6 horas y se estudid su efecto sobre la
densidad y distribucién de los granulos corticales. Para ello, tras la MIV, un grupo de
10 ovocitos se proces6 para el estudio del patrén de granulos corticales (Control MIV)
y el resto se manipuld bajo las mismas condiciones que la experiencia 3.1.
Transcurridas 3 y 6 horas respectivamente del cocultivo de los ovocitos, con cumulus y
denudados, con y sin células POEC éstos se procesaron para su posterior analisis de
granulos corticales (5 ovocitos por grupo).

Se realizaron 4 replicados consecutivos y los resultados de todos ellos se
analizaron de forma conjunta.
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Experiencia 4.2: efecto de la presencia de células oviductales durante la
FIV en ovocitos con cumulus y denudados

Inmediatamente tras la MIV se tomo6 un grupo de 10 ovocitos (Control MIV)
para su analisis. El resto se manipulé y fecunddé tal y como se ha descrito en la
experiencia 2.2. A las 3 horas postFIV, 10 ovocitos de cada grupo se trataron para el
estudio de granulos corticales.

Se realizaron un total de 4 replicados analizandose los resultados de cada
grupo de forma conjunta.

3.10 ANALISIS ESTADISTICO

El numero de espermatozoides por ovocito penetrado y el nimero de células
por blastocisto se expresa como media + SEM (error estandar de la media). En todos
los casos los porcentajes fueron transformados segun el modelo binomial de
parametros.

En todas las experiencias los datos fueron analizados por un ANOVA de dos
vias donde los efectos fijos fueron la presencia o ausencia de las células oviductales
(POEC) y la presencia o ausencia de las células del camulus (Camulus).

Para todo el analisis estadistico se utilizd el General Linear Models del
programa informatico SYSTAT 9.0 y cuando el ANOVA reveld un efecto significativo
los valores fueron comparados por el test de Tukey. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas aquéllas que alcanzaron niveles de probabilidad de
p<0’05.
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4. RESULTADOS

En este apartado se detallan los resultados obtenidos en el presente trabajo
experimental siguiendo la metodologia descrita.

4.1 ANALISIS DE LA PUREZA DEL CULTIVO DE CELULAS OVIDUCTALES

En las suspensiones celulares recogidas en fresco tras la digestién enzimatica
se observaron tanto células ciliadas como no ciliadas El progreso adecuado del cultivo
celular se confirmé mediante la adhesion de las células oviductales (Figura 7.1) y el
inicio de la multiplicacion celular (Figura 7.2) hasta su confluencia en una monocapa,
aproximadamente a los 7 dias de cultivo (Figura 7.3). Ademas, de las observaciones
rutinarias de la morfologia celular también se observé el movimiento ciliar con
microscopia de contraste de fases.

Las pruebas de inmunocitoquimica para los filamentos de citoqueratina
detectaron que un 99'30 + 1'85% de las células oviductales de las monocapas que
crecieron in vitro fueron epiteliales (positivas al marcaje con la anticitoqueratina 8.13;
Figura 7.4). La correcta tincién del citoesqueleto celular (Figura 7.5) asi como de los
nucleos (Figura 7.6) se observd mayoritariamente en las muestras de todos los
replicados lo que sugiere que el crecimiento celular in vitro se llevd a cabo de manera
satisfactoria.
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Figura 7. 1: Células oviductales adheridas al fondo de la placa de Petri a las 72 horas
de cultivo. Microscopio de contraste de fases, objetivo 40X. 2: Células oviductales a
los 5 dias de cultivo mostrando un area todavia sin tapizar. Contraste de fases, 40X. 3:
Monocapa confluente de células epiteliales de oviducto porcino a los 7 dias de cultivo.
Contraste de fases, 40X. 4: Células epiteliales de oviducto porcino. Inmunotincién con

anticitoqueratina 8.13 mostrando la tincion positiva del citoplasma. Microscopio de
epifluorescencia, 40X. 5: Células epiteliales de oviducto porcino con el citoesqueleto
tefido tras inmunotincion con antitubulina E7, epifluorescencia, 40X. 6: Células
oviductales con los nucleos tehidos con Hoescht 33342 para su recuento,
epifluorescencia, 40X.
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4.2 EFECTO DE LAS CELULAS EPITELIALES DEL OVIDUCTO Y DE
LAS CELULAS DEL CUMULUS SOBRE LOS RESULTADOS DE LA
FECUNDACION IN VITRO Y EL DESARROLLO EMBRIONARIO

Tal y como se ha descrito en el disefio experimental, los resultados de esta
experiencia se desglosan en el efecto de ambos tipos celulares durante la
preincubacion de ovocitos (antes de la FIV) y durante el proceso de FIV.

4.2.1 Efecto, sobre la FIV y el CE, de la preincubacién en células
oviductales antes de la FIV de ovocitos con cimulus y denudados

El cocultivo de los ovocitos durante 3 horas con células epiteliales del oviducto
antes de la FIV no influyé sobre ninguno de los parametros de fecundacion estudiados
tal y como se refleja en la tabla 6. La presencia de las células del camulus mostré una
tendencia (p=0’06) para los valores de penetracion que fueron mayores en los ovocitos
rodeados por las células del cumulus que en los denudados. Si nos centramos
exclusivamente en los ovocitos preincubados, las penetraciones fueron similares entre
los denudados y los fecundados con cumulus (93’51 vs. 92'22). Ademas, la presencia
de células del cumulus incrementé significativamente el numero medio de
espermatozoides por ovocito, tanto en los preincubados como en los no preincubados,
no observandose ningun efecto del cumulus sobre la formacion de pronucleo
masculino tras la FIV, que en todos los grupos se situ6 por encima del 90%.

En cuanto a los resultados de monospermia, la presencia de las células del
cumulus present6 un efecto desfavorecedor sobre la misma (p<0’001) alcanzandose
los mejores resultados en los ovocitos denudados. Sin embargo este efecto no se
observd de forma significativa cuando los ovocitos se preincubaron con células
oviductales antes de la FIV (25 vs. 11°27).

Los resultados de penetrabilidad entre los 6 replicados de esta experiencia se
mantuvieron constantes para los distintos grupos (Tabla 6.1).
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Tabla 6. Resultados tras la fecundacion de ovocitos no preincubados (Preincubacién
NO) o preincubados con células epiteliales del oviducto (Preincubacién Si) rodeados
por sus células del cimulus (Cumulus Si) o denudados (Cumulus NO): N (nimero de
ovocitos), E/O (numero medio de espermatozoides por ovocito), % PNM (formacion de
pronucleo masculino).

Preincu- Cumulus N % Penetracion E/O % PNM* % Monospermia*
baciéon
NO NO 83 | 8313+4'14a | 210+ 0'14a | 9565+ 247 4348 + 6'01a
Si 81| 96'30+211b | 4’50+ 0'24b | 98'72 + 128 6'41+2'79b
Si NO 77 | 93’51+ 2'83ab | 2’51 +£0'17a | 91’67 £ 3'28 25’00 £ 5’'14c
Si 77 | 9222 +3'07ab | 408 £ 0'26b | 97’18 + 1'98 11°27 £ 3'78bc
Fuente de variabilidad
Preincubacion 0319 0’994 0238 0132
Cumulus 0060 <0’001 0067 <0001
Preincubacién x Cumulus 0’022 0’056 0’600 0’010

*Del total de los ovocitos penetrados
a, b, c: Distintos marcadores en la misma columna indican valores significativamente diferentes
(p<0°05)

Tabla 6.1. Rangos de penetrabilidad para cada uno de los grupos en los 6 replicados:
E/O (numero medio de espermatozoides por ovocito).

Preincubacién  Cumulus % Penetraciéon E/O
NO NO 66'67 - 94'44 150-2'12
si 72'73 - 100 237 - 600
si NO 90’32 - 100 217 - 311
si 88’89 - 100 29-510

Los resultados sobre el desarrollo embrionario (Tabla 7) mostraron que los
embriones procedentes de los ovocitos no preincubados con POEC alcanzaron un
porcentaje de divisién significativamente mayor al de los ovocitos preincubados
(p=0’019), mientras que las células del cimulus no evidenciaron ningun efecto sobre
este parametro. En el porcentaje de blastocistos se aprecié un efecto negativo de la
preincubacion en POEC (p<0’001) y una tendencia para las células del cumulus
(p=0’056) en el mismo sentido negativo. De este modo, en el grupo de ovocitos no
preincubados se obtuvieron mayores porcentajes de blastocistos en los ovocitos
denudados que en los fecundados rodeados por sus células del cumulus. Sin
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embargo, al preincubar los ovocitos con POEC antes de la FIV estas diferencias no
aparecieron.

Tabla 7. Resultados del desarrollo embrionario de los ovocitos fecundados no
preincubados (Preincubacion NO) o preincubados con células epiteliales del oviducto
(Preincubacién Si) rodeados por sus células del cimulus (Cumulus Si) o denudados
(Cumulus NO): N céls/blastocisto (numero medio de células por blastocisto).

Preincubacién | Camulus N % Divisién % Blastocistos™ | N céls/blastocisto
NO NO 360 80’56 + 2'09 3069 + 2'71a 2047 + 1’17
Si 383 8042 +2'03 2143 + 2'34b 18’17 + 1’26
si NO 317 7413 £ 2'46 17°45 + 2'48b 2004 + 1°49
Si 322 76’40 + 2’37 17°07 + 2'40b 1947 + 2°01
Fuente de variabilidad
Preincubacién 0’019 <0’001 0’784
Cumulus 0633 0056 0’366
Preincubacion x Cumulus 0’590 0’078 0’583

*Del total de los ovocitos divididos
a, b: Distintos marcadores en la misma columna indican valores significativamente diferentes
(p<0’05)

Finalmente, ni la preincubacion ovocitaria ni las células del cimulus afectaron a
la calidad final de los blastocistos obtenidos valorada como el nimero medio de
células por embrion, que fue igual para todos los grupos.

4.2.2 Efecto, sobre la FIV y el CE, de la presencia de células
oviductales durante la FIV de ovocitos con cumulus y denudados

La presencia de la monocapa de células oviductales durante la fecundacion de
ovocitos con espermatozoides de epididimo incrementd la penetrabilidad de forma
significativa (Tabla 8), tanto para el porcentaje de penetracion (p=0’010) como para el
numero medio de espermatozoides por ovocito (p<0’001).

En cuanto al efecto de las células del cumulus, los ovocitos rodeados por éstas
mostraron una tendencia a ser mas penetrados que los denudados (p=0'054). Se

observd un efecto significativo sobre el nimero de espermatozoides por ovocito
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(p=0’027), alcanzando el grupo de ovocitos fecundados en presencia de ambos tipos
celulares el mayor valor (3’29 espermatozoides/ovocito) y siendo diferente con
respecto a los grupos fecundados en ausencia de POEC.

Al igual que en el caso de la experiencia 4.2.1, ni las células oviductales ni las
del cumulus durante la FIV influyeron sobre el porcentaje de formacion de pronucleo
masculino que nuevamente se situé en torno al 90% para todos los grupos. Del mismo
modo, no se observé efecto por parte de ninguno de los dos tipos celulares sobre los
resultados finales de monospermia que oscilaron entre el 2162 y el 3571%,
correspondiéndose este ultimo valor al grupo de ovocitos fecundados en ausencia de
ambos tipos celulares.

Tabla 8. Resultados tras la fecundaciéon de ovocitos en presencia (POEC Si) o
ausencia (POEC NO) de células oviductales rodeados por sus células del cumulus
(Cumulus Si) o denudados (Cumulus NO): E/O (nimero medio de espermatozoides
por ovocito), % PNM (formacion de pronucleo masculino).

POEC | Cumulus | N | % Penetracion E/O % PNM* % Monospermia*
NO NO 73 | 76'71+498a | 2'12+0'19a | 8929+ 417 3571+ 6'46
Si 70 | 8857 £3'83ab | 2’33+ 0'15a | 9355+ 315 3065 + 590
Si NO 78 | 91°03+326b | 2’59+ 0°20ab | 9155+ 3’32 3099 + 5'53
si 79 93’67 +2'76b | 329+ 0'24b | 9324 +2'94 2162 +4°82
Fuente de variabilidad
POEC 0010 <0’001 0772 0225
Cumulus 0'054 0027 0379 0202
POEC x Cumulus 0220 0237 0704 0’704

*Del total de los ovocitos penetrados
a, b: Distintos marcadores en la misma columna indican valores significativamente diferentes

(p<0’05)

una baja variabilidad.

Los resultados entre los 5 replicados de esta experiencia (Tabla 8.1) mostraron
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Tabla 8.1. Rangos de penetrabilidad para cada uno de los grupos en los 5 replicados:
E/O (numero medio de espermatozoides por ovocito).

POEC Cumulus % Penetraciéon E/O
NO NO 6500 - 9032 1’50 - 500
si 62’50 - 100 140 - 4'18
si NO 66’60 - 100 1’25 - 3'55
si 8180 - 100 1'40 - 6°2

Cuando se analizan los datos del cultivo de embriones (Tabla 9), se observa
que la presencia o ausencia de células oviductales durante la FIV no afecta a ninguno
de los parametros de desarrollo embrionario aqui estudiados, aunque existe una
tendencia de estas células, cuando estan presentes durante la FIV, a incrementar el
porcentaje de cigotos que se dividen (p=0'07).

Tabla 9. Resultados del desarrollo embrionario de los ovocitos fecundados denudados
(Cumulus NO) o con cumulus (Cimulus Si) en ausencia (POEC NO) o presencia
(POEC Si) de células oviductales: N céls/blastocisto (numero medio de células por
blastocisto).

POEC Cumulus N % Division % Blastocistos* N céls/blastocisto
NO NO 320 59’37 + 2'75a 21’68 + 2’99 22’65 + 1'98

si 305 7148 + 2'59b 17’89 + 2’60 19°00 + 121
Si NO 349 68’48 + 2'49ab 1464 + 2’29 2000 + 1’74

si 288 71’87 £ 2'65b 16’91 + 261 16'94 + 1’15
Fuente de variabilidad
POEC 0070 0’130 0160
Cumulus 0003 0785 0’046
POEC x Cumulus 0098 0255 0’858

*Del total de los ovocitos divididos
a, b: Distintos marcadores en la misma columna indican valores significativamente diferentes
(p<0°05)

Por el contrario, si se observo un efecto positivo de las células del cumulus
sobre los porcentajes de division embrionaria (p=0'003) y el numero final de
blastdmeros por embridon (p=0'046), aunque no sobre el porcentaje de blastocistos.
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Asi, en el caso de ausencia de células oviductales durante la FIV, los ovocitos
rodeados por el cumulus alcanzaron cotas de division significativamente mayores que
los denudados (7148 vs. 59'37). Este efecto no se observd en los embriones
provenientes de ovocitos fecundados en presencia de células oviductales.

4.3 EFECTO DE LAS CELULAS EPITELIALES DEL OVIDUCTO Y DE LAS
CELULAS DEL CUMULUS SOBRE LA RESISTENCIA DE LA ZONA
PELUCIDA (ZP)

Los resultados de esta experiencia se analizaron valorando el efecto de la
presencia o ausencia de células oviductales y del cimulus durante la preincubacion de
ovocitos (antes de la FIV) y durante la FIV.

4.3.1 Efecto de la preincubacién en células oviductales de ovocitos
con cumulus y denudados sobre la resistencia de la ZP

Ni la preincubacion de ovocitos en presencia o ausencia de células oviductales,
durante 3 6 6 horas, ni la presencia o ausencia de cumulus durante este tiempo
influyeron sobre los resultados de la digestion de la zona pelucida con pronasa (Tabla
10). Unicamente se observé una tendencia de las células del cimulus (p=0’060) a
incrementar el tiempo de digestion en los ovocitos preincubados 3 horas.

Tabla 10. Tiempos de digestiéon de la zona pelucida de ovocitos denudados (Cumulus
NO) o con ctimulus (Cumulus Si) preincubados 3 6 6 horas en ausencia (POEC NO) o
presencia (POEC Si) de células epiteliales del oviducto.

POEC | Camulus Preincubacién 3 horas Preincubacién 6 horas
N Tiempo digestion N Tiempo digestion

ZP (segundos) ZP (segundos)

NO NO 46 484°35 + 50'23 46 464°04 + 70°37

si 47 561°47 + 76'32 46 437'15 + 70'22

si NO 46 422’71 + 33’10 46 411°00 + 44°20

Si 44 568’64 + 66’39 46 452’06 + 51’36

Fuente de variabilidad

POEC 0'644 0751
Cumulus 0060 0906
POEC x Cumulus 0’560 0572

Control MIV: N= 50. Tiempo digestion ZP= 400’36 + 61’75 segundos
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El tiempo medio de digestion de la zona pelucida tras el periodo de MIV fue de
algo mas de 6 minutos (400’36 segundos) y, aunque tras el tratamiento todos los
grupos alcanzaron tiempos de digestion mayores, ninguno present6é diferencias
significativas con el control. lgualmente se observé que los tiempos de digestion de
todos los grupos fueron mayores a las 3 que a las 6 horas de preincubacion.

4.3.2 Efecto de la presencia de células oviductales durante la FIV de
ovocitos con cumulus y denudados sobre la resistencia de la ZP

Ni la presencia de células oviductales ni de las células del cumulus durante la
FIV tuvieron efecto sobre los resultados de digestion de la zona pelucida de los
ovocitos evaluada a las 3 horas postfecundacién (Tabla 11). Ilgualmente ninguno de
los grupos mostro diferencias significativas con respecto al control evaluado en los
ovocitos inmediatamente tras la maduracion in vitro.

Tabla 11. Tiempos de digestion de la zona peldcida a las 3 horas de la FIV de ovocitos
denudados (Cumulus NO) o con cimulus (Cumulus Si) en ausencia (POEC NO) o
presencia (POEC Si) de células epiteliales del oviducto.

POEC | Cumulus N Tiempo digestion ZP (segundos)
NO NO 58 369’17 + 43’55
si 58 317'63 + 25'75
si NO 58 378’86 + 26°04
si 57 405’77 + 38’19
Fuente de variabilidad
POEC 0154
Cumulus 0719
POEC x Cumulus 0253

Control MIV: N= 28. Tiempo digestion ZP= 366’35 + 55’14 segundos

En cualquier caso y para todos los grupos, los tiempos de digestion de la ZP
fueron del orden de 1 a 2 minutos menos en los ovocitos fecundados (Tabla 11) que
en los no fecundados (Tabla 10).
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4.4 EFECTO DE LAS CELULAS EPITELIALES DEL OVIDUCTO Y DE LAS
CELULAS DEL CUMULUS SOBRE LA DENSIDAD Y DISTRIBUCION DE LOS
GRANULOS CORTICALES

Al igual que en los casos anteriores, la experiencia se subdividié en dos para
estudiar el efecto de las células sobre los ovocitos antes de la FIV y durante la misma.

4.4.1 Efecto, sobre la densidad y distribucion de los GC, de la
preincubacion en células oviductales de ovocitos con cumulus y
denudados

En los ovocitos preincubados durante 3 horas tras el periodo de MIV (Tabla
12), el porcentaje de area marcada por los GC en el plano ecuatorial fue similar entre
los distintos grupos sin observarse un efecto ni de la presencia o ausencia de POEC
durante este tiempo ni de las células del cumulus; oscilando los valores de GC/100
um? entre 167’04 y 254'92. En el plano cortical y la ZP, no se aprecié ningun efecto de
la preincubacion en POEC aunque las células del cumulus si ejercieron un efecto
significativo sobre los resultados (p=0'025; <0’001). Asi, el nimero de GC en el cértex
de los ovocitos denudados no preincubados fue mayor que el de los ovocitos
preincubados con cumulus (554’96 vs. 314°50). Por su parte, la ZP de los ovocitos con
cumulus presenté una menor densidad de GC que la de los denudados, aunque sélo
fueron diferentes los grupos de ovocitos con cumulus preincubados sin POEC de los
ovocitos denudados preincubados en POEC (44’06 vs. 128°98).

En cuanto a los ovocitos preincubados durante un tiempo de 6 horas (Tabla
13), la tendencia fue a incrementarse los valores de GC en todos los grupos y a todos
los niveles con respecto a los ovocitos cultivados durante un tiempo de 3 horas pero
no se observé un efecto significativo de las células POEC ni del cimulus en ninguno
de los tres planos estudiados. Las interacciones significativas afectaron los resultados
de GC en el cortex y la zona pelucida. Asi pues, en los ovocitos cultivados 6 horas en
medio TALP en ausencia de células POEC, los ovocitos denudados alcanzaron un
porcentaje de area tefiida significativamente mayor al de los ovocitos rodeados por el
cumulus tanto en el cortex como en la ZP (70°'24 vs. 52’16% y 29’87 vs. 7'74%
respectivamente). En los ovocitos cultivados con POEC la densidad de GC en el
cértex es similar entre denudados y con cumulus pero, curiosamente, a nivel de la ZP
se invierten los resultados con respecto a los no preincubados ya que la densidad de
GC es menor en los denudados que en los rodeados por el cumulus (7°74 vs. 2987 y
10°'79 vs. 24'41).
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Tabla 12. Porcentaje de area ocupada por granulos corticales (% Area) y niumero de granulos corticales por cada 100 um? (GC/100

um?) en el ecuador, cortex y zona pelucida de ovocitos preincubados 3 horas en ausencia (POEC NO) o presencia (POEC Si) de

células epiteliales del oviducto con ciimulus (Ctmulus Si) o denudados (Ctimulus NO).

POEC | Cumulus | N ECUADOR CORTEX ZONA PELUCIDA
% Area GC/100 um? % Area GC/100 um? % Area GC/100 um?
NO NO |15|23'96+ 161 254'92+17'16 | 5216 +2'15a 554’96 + 22'88a | 9'57 + 0'63ab 101’89 + 6'71ab
si 17 | 1570+ 189 167°04 +20'16 | 3778 + 410ab 401’99 + 43'64ab| 4'14+0'93a 4406 + 9'92a
] NO | 13|1927+508 20500 +5414 | 3925+ 908ab 417’55+ 96'62ab | 12’12 + 361b 128'98 + 38'43b
si 16 | 1935+ 397 20594 +42'26 | 2956 + 5'14b 314’50 + 54'78b | 596 + 0'52ab 63’43 + 5'58ab
Fuente de variabilidad
POEC 0'875 0’490 0177
Cumulus 0220 0025 <0’001
POEC x Cumulus 0210 0'656 0’812
Control MIV: N= 33 22’54 + 253 239'86 £27'01 44'77+364  476'31+£3881 1198+207 127'50 +22'08



Tabla 13. Porcentaje de area ocupada por granulos corticales (% Area) y niumero de granulos corticales por cada 100 um? (GC/100
um?) en el ecuador, cortex y zona pelucida de ovocitos preincubados 6 horas en presencia (POEC Si) o ausencia (POEC NO) de

células epiteliales del oviducto con ciimulus (Ctmulus Si) o denudados (Ctimulus NO).

POEC | Camulus | N ECUADOR CORTEX ZONA PELUCIDA
% Area GC/100 um? % Area GC/100 um? % Area GC/100 um?
NO NO |14|4476+601 47618+6398 | 7024+ 375a 74723 +39'95a | 2987 +530a 317’78 + 56'42a
si 14 | 37’95+ 3'73 40377 +39'70 | 5216 +3'37b 554’99+ 3588b | 774+ 1'15b 8240 + 12'25b
] NO 194767 £440 50746 +46'89 | 56'27 + 390ab 594’25 + 39’50ab | 1079 + 1"11b 114’82 + 11°90b
si 18 | 4477 +5'81 476’35+ 61’87 | 60’39 + 486ab 642’50 + 51'76ab | 24’41 + 368a 262’54 + 37°04a
Fuente de variabilidad
POEC 0’351 0’495 0’704
Cumulus 0’353 0100 0184
POEC x Cumulus 0’707 0010 <0’001
Control MIV: N=33 2254 +2'53 239'86 +27'01 4477+364  476'31+3881 1198+207 127’50 + 22'08
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4.4.2 Efecto, sobre la densidad y distribucion de los GC, de la
presencia de células oviductales durante la FIV de ovocitos con
cumulus y denudados

El analisis de los granulos corticales en los ovocitos fecundados revelé que no
existen diferencias significativas entre grupos para los distintos planos estudiados
(Tabla 14). Sin embargo, en los tres niveles, los valores fueron significativamente
menores que en los ovocitos control analizados inmediatamente tras la MIV (p<0’001).
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Tabla 14. Porcentaje de area ocupada por granulos corticales (% Area) y niumero de granulos corticales por cada 100 um? (GC/100

um?) en el ecuador, cértex y zona pellcida de ovocitos a las 3 horas después de la FIV en presencia (POEC Si) o ausencia (POEC

NO) de células epiteliales del oviducto de ovocitos con cumulus (Cimulus Si) o denudados (Ctimulus NO).

POEC |Cumulus| N ECUADOR CORTEX ZONA PELUCIDA

% Area GC/100 um? % Area GC/100 um? % Area  GC/100 pm®

NO NO 35 | 286+028 3045+301 | 1101+160 117°19+17°08 | 1'33+040 14’16 + 433

si 32 | 248+026 2644+278 | 780+085  8298+910 | 072+012 773+136

Si NO 34 | 246+031 2618+334 | 1022+132 10875+1409 | 1°04+0'19 1106 £ 210

Si 35 | 293+028 3120+307 | 953+098 10140+1050 | 096 + 0’16 10’26 + 1’70

Fuente de variabilidad

POEC 0’936 0’710 0916
Cumulus 0’869 0123 0183
POEC x Cumulus 0144 0’317 0298

Control MIV: N= 33

22'54 £ 253 239’86 + 27°01

44’77 +3'64 476’31 + 38’81

11°98 + 2'07 12750 + 22'08
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5. DISCUSION

Se ha demostrado por distintos autores que las células epiteliales procedentes
de oviductos de cerdas prepuberes sacrificadas en matadero pueden ser aisladas y
utilizadas en el laboratorio para su crecimiento en cultivos primarios (Nagai y Moor,
1990; Fazeli et al., 1999; Romar et al., 2001). Tal y como se ha observado en este
trabajo, el método enzimatico para el aislamiento celular resulta practico ya que no
requiere un procesado demasiado largo, el nimero de células obtenidas es elevado,
no precisa de una gran cantidad de material, es facil de realizar, altamente repetible y
no dafa las células, que posteriormente son capaces de continuar su crecimiento in
vitro. El progreso de nuestros cultivos fue similar al de otros autores (Kano et al., 1994)
que resenaron la primera adhesion de las células a las 72 horas de cultivo, con un
crecimiento posterior continuo hasta conflur en una monocapa completa
aproximadamente a los 7 dias (Walter, 1995), observandose el movimiento ciliar
caracteristico de este epitelio.

En los cultivos celulares primarios, los fibroblastos se dividen mas rapido que la
mayoria de tipos celulares y en cultivos mixtos tienden a cubrir la poblacién y a
camuflar las células de interés (Ouhibi et al., 1991). En nuestro estudio, la
inmunotincién de citoqueratinas, los marcadores mas ampliamente empleados para
diferenciar células epiteliales, confirmd que el cultivo no estaba contaminado de forma
importante por otros tipos celulares y que éste era epitelial en su origen. Mas del 95 %
de las células aisladas resultaron positivas a la tincion, proporcion similar a la
alcanzada por otros investigadores en la especie bovina (Thibodeaux et al., 1992;
Walter, 1995; Reischl et al., 1999).

Las células POEC utilizadas por otros autores como Nagai y Moor (1990) o
Kano et al. (1994) se cultivaron siguiendo una técnica muy similar a la empleada en
este trabajo experimental. Sin embargo, hasta ahora, se desconocia si los efectos
encontrados por los diferentes autores se debian realmente a la accion de las células
epiteliales ya que en estos estudios no se realizaron pruebas inmunocitoquimicas. El
hecho de que nuestro estudio revele que un elevado porcentaje se corresponda con
células de tipo epitelial sugiere que los efectos que las monocapas de POEC utilizadas
en este trabajo puedan tener sobre los distintos parametros valorados se deben, con
toda probabilidad, a células epiteliales del oviducto. Estos resultados podrian tener una
importante aplicacion practica en el laboratorio ya que confirman que las cerdas
prepuberes sacrificadas en matadero podrian actuar como donantes de células POEC.
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Sin embargo, como se ha sugerido, la funcionalidad de estas células esta
regulada por los patrones hormonales a lo largo del ciclo estral y, en nuestro caso, los
cultivos no fueron tratados con esteroides. Por tanto, los patrones fisioldgicos de
nuestras células epiteliales pueden no haber sido los mismos que los que tienen lugar
in vivo ya que la secrecién de determinadas glicoproteinas, con accién directa sobre la
ZP o la reacciéon de zona y mediadas por los niveles estrogeno/progesterona, puede
no haberse producido bajo nuestras condiciones. Tal y como describe Leese (1988), la
sintesis del contenido de los granulos secretores de las células oviductales esta
controlada por la progesterona y su liberacion por el estradiol. Ademas, existen
glicoproteinas oviductales estrégeno dependientes (Buhi et al., 1993). En nuestra
opinion, serian deseables estudios comparativos sobre el efecto de células
procedentes de cerdas prepuberes y adultas, asi como de la actividad de las células in
vitro bajo el estimulo hormonal adecuado.

Los resultados de la experiencia 2.1 (Tabla 6) nos demuestran que con el
sistema de FIV elegido, los porcentajes medios de penetracion son muy elevados,
situandose en todos los grupos por encima del 80 % y que la variabilidad entre los
replicados fue baja (Tabla 6.1).

Si analizamos las variables estudiadas, observamos que el hecho de
preincubar los ovocitos con células oviductales 3 horas antes de la FIV no parece
afectar a los parametros de fecundacion (Tabla 6). Las posibles explicaciones de estos
resultados podrian ser que el tiempo de preincubacion es insuficiente para producir
ningun tipo de cambio en el ovocito (unidon de glicoproteinas oviductales por ejemplo),
que el sistema de FIV empleado no permite discriminar este efecto (debido a un
elevado ratio espermatozoides/ovocito) o bien que el cultivo de POEC empleado no
fue “funcional” o “activo”. En nuestra opinién, cualquiera de las tres hipotesis podria
ser valida. Con respecto a la primera se ha resefiado un efecto beneficioso sobre la
monospermia de la preincubacion de ovocitos porcinos con POEC (Romar et al., 2001)
o con glicoproteinas porcinas purificadas (Kouba et al., 2000), oscilando el tiempo de
contacto en ambos estudios entre 2 y 4 horas antes de la FIV y empleandose en
ambos casos espermatozoides eyaculados. En cuanto al elevado numero de
espermatozoides utilizado, ya ha sido sugerido por algunos autores que el efecto de
las células oviductales desaparece 0 se enmascara cuando se emplean
concentraciones espermaticas elevadas (Dubuc y Sirard, 1995; Romar et al., 2001).
Por ultimo, en cuanto a la posible funcionalidad del cultivo, segun un estudio de Dubuc
y Sirard (1996) el tratamiento con estradiol de vesiculas oviductales procedentes del
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istmo, incrementaria los porcentajes de monospermia frente a las no tratadas o las
tratadas con progesterona.

Igualmente, pudiera ser que el tiempo de contacto ovocito-célula oviductal
oscilara dependiendo del tipo de cultivo (monocapas, vesiculas,...), momento del ciclo
estral, region oviductal, etc. pero siempre teniendo en cuenta el grado de actividad del
mismo. En cualquier caso, el tiempo de contacto previo a la fecundacion siempre ha
de ser relativamente corto para evitar un envejecimiento del ovocito ya que en
condiciones in vivo los ovocitos porcinos comienzan a degenerar a las 6-8 horas
postovulacion (Hunter, 1982), por lo que estos tiempos de contacto entre células
oviductales y ovocito no deberian sobrepasarse tampoco en condiciones in vitro.

En este estudio no se observé un efecto de la preincubacién ovocitaria sobre el
porcentaje de formacion de PNM lo que coincide con las observaciones de otros
autores que han preincubado ovocitos (Kouba et al., 2000; Romar et al., 2001). Estos
datos confirmarian el buen desarrollo citoplasmatico alcanzado con los medios y
suplementos de MIV empleados, concretamente en nuestras experiencias con el
medio NCSU-37.

En cuanto al efecto de las células del cumulus, tal como se ha indicado que
ocurre en otros estudios con espermatozoides crioconservados, éstas ejercen un
efecto positivo sobre la penetrabilidad (Kikuchi et al., 1993; Wang et al., 1994, 1995)
favoreciendo en nuestro estudio la entrada de un mayor niumero de espermatozoides
al ovocito. El efecto de las células del cumulus favoreciendo la reaccién acrosomica ha
sido referido por numerosos investigadores en distintas especies (Mattioli et al.,
(1988a; Kikuchi et al., 1993; Chian et al., 1995) lo que en nuestras condiciones pudo
haber sido la razén del incremento de penetrabilidad de los ovocitos con cumulus
frente a los denudados. Existen distintas opiniones sobre la forma de actuar de esta
células. Por un lado, el cumulus actuaria como una matriz que atrapa los
espermatozoides favoreciendo su posterior capacitacion y reacciéon acrosémica. Asi,
Wang et al. (1991) observaron que, aunque efectivamente existe una reduccion de la
motilidad en los espermatozoides congelados-descongelados, aquellos que penetran
la masa del cumulus antes de la pérdida completa de la movilidad pueden mantener su
capacidad para sufrir la capacitacién y posteriormente penetrar el ovocito. Por otro
lado, el cumulus podria actuar como una barrera mecanica que el espermatozoide ha
de atravesar. En este sentido, se ha sugerido que un numero excesivo de células del
cumulus rodeando al ovocito durante la fecundacion podria decrecer la penetrabilidad
(Kikuchi et al., 1993). Aunque ambos mecanismos de accion pueden ser igualmente
validos, de nuestros resultados se infiere que el primero predominé sobre el segundo.
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Por otra parte, los resultados de la tabla 6 también indican un efecto del
cumulus sobre la monospermia, en este caso influyendo negativamente sobre la
misma (43’48 vs. 6’41) e igualmente sélo para los ovocitos no preincubados. Estos
resultados son légicos si, como acabamos de mencionar, entre las funciones del
cumulus esta la de favorecer la reaccion acrosdomica aumentando asi el numero de
espermatozoides por ovocito penetrado y nos demuestran que, en nuestro sistema,
estas células son funcionalmente activas. Sin embargo, estas observaciones resultan
contradictorias con las presentadas por Suzuki et al. (2000) que encontraron el mismo
numero de espermatozoides en el interior de los ovocitos denudados y los rodeados
por su cumulus. Probablemente con menores ratios espermatozoides/ovocito la
penetracidon se convertiria en un parametro mas critico y la presencia del cumulus
seria mas necesaria para la penetrabilidad de lo que parece en nuestro caso.

Debemos resefiar que los ovocitos preincubados en POEC antes de la FIV
mostraron en este caso porcentajes de penetracion similares independientemente de
la presencia o ausencia de células del cumulus (93’51 vs. 92’22, Tabla 6). En este
caso pudiera ser que se produjera algun tipo de interaccion entre ambos tipos
celulares que tienda a igualar tanto los porcentajes de penetracion como los de
monospermia, independientemente de la presencia o ausencia del cimulus. Si estas
interacciones significativas sobre la penetracion y la monospermia (p=0’022 y p=0'010,
respectivamente) se deben al hecho de que ambos tipos de ovocitos han estado
influenciados por las células oviductales durante 3 horas, nos indicaria que se ha
producido algun tipo de alteracién o cambio sobre los mismos durante este tiempo.
Probablemente estas modificaciones serian a nivel de ZP durante la preincubacion,
con lo que volviendo a las tres hipétesis planteadas anteriormente, la preincubacion
durante 3 horas si pudo afectar de algin modo a los ovocitos de nuestro estudio,
aunque no seamos capaces de saber exactamente a qué nivel y, probablemente, no
sean los mismos que se observan bajo condiciones in vivo.

Con relacion a los resultados del CE (Tabla 7), debemos indicar que, al igual
que opinan otros autores (Ayoub y Hunter, 1993; Wang et al., 1999), consideramos
que el parametro de porcentaje de division no valora de forma objetiva el sistema de
CE, ya que incluso para un técnico experimentado resulta dificil distinguir con una
simple visualizacion en un estereomicroscopio los embriones realmente divididos de
los fragmentados o partenogenéticos, que en muchas ocasiones presentan una
morfologia idéntica. Wang et al. (1999) observaron en embriones porcinos
procedentes de MIV/FIV que un 27% de los embriones de 2 células, un 74% de los de
3 células y un 51% de los de 4 células presentaban algun tipo de anormalidad
morfolégica (fragmentacién, ausencia de nucleo en uno o mas blastomeros o
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binucleacion). Por tanto, preferimos discutir el valor de otros parametros para obtener
conclusiones de nuestros resultados.

El andlisis del porcentaje de blastocistos nos indica, como consecuencia logica
del porcentaje de monospermia, que el grupo de ovocitos no preincubados en POEC y
denudados fue el de mayor rendimiento, aunque la calidad de estos embriones
valorada como el numero medio de células/blastocisto no fue diferente entre los
distintos grupos. En este ultimo parametro puede sorprender el bajo numero de células
observado tras la tincion. Como se ha resefado en la metodologia, la seleccion de los
blastocistos se realizd6 siguiendo consideraciones morfoldgicas y embriones con
aspecto de blastocisto alcanzaron un bajo nimero de nucleos lo que podria explicarse
por la presencia de embriones fragmentados y/o blastdbmeros anucleados. En
cualquier caso, se ha observado que los embriones producidos in vitro tienen un bajo
numero de células (Wang et al., 1999) y el numero de blastémeros en este estudio
esta dentro del rango de los alcanzados por el laboratorio donde se realizaron estas
experiencias (Rath et al., 1995, 1999). Por ultimo, destacar que al observar el
porcentaje de blastocistos tras el CE nos encontramos nuevamente con una posible
interaccion cumulus-POEC (p=0’078) siendo similares los valores alcanzados por los
ovocitos preincubados (17’45 vs. 17’07, Tabla 7) independientemente de la presencia
0 ausencia de cumulus.

Por lo que se refiere al efecto de las células oviductales cuando estan
presentes durante la FIV (experiencia 2.2) observamos un aumento general de la
penetrabilidad de los ovocitos fecundados en presencia de POEC (Tabla 8).
Concretamente con un significativo aumento del porcentaje de penetracion (p=0'010) y
el numero medio de espermatozoides por ovocito (p<0’001). Estos mismos resultados
se han observado en trabajos anteriores empleando espermatozoides eyaculados
refrigerados (Nagai y Moor, 1990; Kano et al., 1994) y crioconservados (Park y Sirard,
1996; Romar et al., 2001), pero los aqui presentados son los primeros empleando
espermatozoides de epididimo. En nuestro estudio, este resultado se podria interpretar
como un efecto de las células oviductales sobre los espermatozoides ya que en esta
experiencia, a diferencia de la anterior, las monocapas estuvieron presentes durante
las 18-20 horas de contacto entre los gametos. En consecuencia, a pesar de que las
POEC cultivadas in vitro en nuestro sistema no realicen, probablemente, todas las
funciones que desarrollan in vivo sobre el ovocito, si parecen ser efectivas en su
interaccion con los espermatozoides epididimarios favoreciendo la capacitacion
espermatica. Estos datos coinciden con los presentados por Fazeli et al. (1999) que
observaron una induccion de la capacitaciéon espermatica, por parte de las células
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oviductales, en espermatozoides eyaculados de verraco y corroborarian el modelo
propuesto por Hunter para la capacitacién in vivo en porcino y otras especies (Hunter
1980; Hunter, 2001). Igualmente, se ha observado en carnero que el contacto
espermatozoide-células oviductales aumenta el numero de espermatozoides
capacitados (Gillan et al., 2000).

La presencia de POEC durante la FIV no tuvo un efecto significativo sobre la
formacion de PNM (Tabla 8). Estos resultados coinciden con los de otros autores
(Nagai y Moor; 1990; Kano et al., 1994), aunque Dubuc y Sirard (1995) si observaron
una mayor formacion de PNM al preincubar espermatozoides con células oviductales.
En nuestra opinion, la calidad citoplasmatica de los ovocitos madurados en medio
NCSU-37 es suficiente para alcanzar elevados porcentajes de formacion de PNM tras
la FIV y éstos no se mejoran por la presencia de células oviductales.

En cuanto al efecto de las células del cumulus, al igual que en la experiencia
anterior aunque quizas no de una forma tan llamativa, se observé un mayor numero de
espermatozoides en aquellos ovocitos fecundados rodeados por su cumulus.
Concretamente el grupo de ovocitos con cumulus fecundado en presencia de POEC
alcanzé el mayor valor (3’29 espermatozoides) y fue diferente al grupo fecundado en
ausencia de ambos tipos celulares (2’12 espermatozoides). Este dato nos volveria a
indicar un efecto favorecedor del cumulus y el oviducto sobre la capacitacion
espermatica y la reaccién acrosémica o, en definitiva, sobre la penetrabilidad.

Aunque este estudio no se ha realizado ajustando las condiciones de trabajo
para alcanzar la mayor monospermia, ya que ese no era el objetivo, los resultados
obtenidos tras la FIV si podrian utilizarse como un primer precedente sobre el efecto
de las células POEC con espermatozoides de epididimo. Puesto que no existen otras
referencias, harian falta futuros estudios empleando unas condiciones mas préximas a
la monospermia con este tipo de espermatozoides para verificar estos resultados
preliminares. Para ello seria necesario un ratio espermatozoides/ovocito mas ajustado,
un tiempo de cocultivo entre gametos reducido e incluso emplear otro medio de FIV
con mejores resultados de monospermia como el TBM (Martinez-Madrid et al., 2001).

Nuevamente al observar los resultados de penetrabilidad para cada uno de los
replicados de esta experiencia (Tabla 8.1) observamos que éstos no ofrecen una gran
variabilidad entre las sesiones de trabajo. Estos datos (junto a los de la tabla 6.1) nos
indicarian que los espermatozoides crioconservados de epididimo son una
herramienta util para estandarizar la FIV porcina. Estas observaciones apoyarian las
ofrecidas por Rath y Niemann (1997) que observaron porcentajes de fecundacion
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consistentes y una minima variabilidad empleando espermatozoides epididimarios
frente a eyaculados, procedentes de los mismos verracos.

Por lo que se refiere a los parametros de desarrollo embrionario (Tabla 9), la
presencia de las células del cumulus durante la FIV si tuvo un efecto significativo
sobre el porcentaje de divisidbn de esta experiencia que, en nuestra opinion, puede
conducir a error por la subjetividad de la valoracion de este parametro, como hemos
indicado anteriormente. Prueba de ello es el hecho de que el porcentaje de
blastocistos no indica ningun efecto del cumulus y es, sin ninguna duda, una
consecuencia del porcentaje de division. Aunque los ovocitos fecundados en presencia
de POEC mostraron una tendencia a dividirse mas que los fecundados en ausencia de
POEC (p=0’07) no creemos que este parametro deba considerarse decisivo. Tampoco
se observé un efecto de las células POEC durante la FIV sobre el posterior porcentaje
de blastocistos ni el numero de blastomeros por embrion.

En consecuencia, con los datos de la tabla 8 creemos que se puede afirmar un
aumento de la penetrabilidad cuando las células oviductales estan presentes durante
la FIV, aunque el hecho de hallarse durante las 18-20 horas de contacto entre los
gametos no parece ofrecer un mejor rendimiento embrionario que su ausencia (tanto el
grupo POEC NO-Cumulus NO de esta experiencia como el de la experiencia anterior
son los que ofrecen mejores resultados de blastocistos). Esto nos llevaria de nuevo a
elucubrar sobre el hecho de que quizas nuestros cultivos no ofrezcan el soporte
hormonal adecuado para que las células epiteliales realicen sus funciones o secreten
las glicoproteinas necesarias para afectar al ovocito y al embrién en desarrollo.

La ZP de los ovocitos control utilizados en la experiencia 3.1 resistid la
digestion con pronasa durante algo mas de 6 minutos (400°36 segundos; Tabla 10).
Igualmente Kouba et al. (2000) han observado que la ZP del 95 % de los ovocitos
desaparece a los 6 minutos de entrar en contacto con una solucién de pronasa. Sin
embargo, Kim et al. (1996) aportan resultados sensiblemente inferiores, algo mas de 1
minuto. En nuestro estudio, tras preincubar los ovocitos 3 horas en POEC (POEC Si) o
mantenerlos 3 horas mas en medio de FIV sin células oviductales (POEC NO) la ZP
de los ovocitos de todos los grupos necesitd6 mas tiempo que el control para
disolverse. Estos datos coinciden con aquellos autores que han observado un
endurecimiento espontaneo de la ZP durante el cultivo de los ovocitos (Gianfortoni y
Gulyas, 1985). Sin embargo, el hecho de que los ovocitos rodeados por su cumulus
durante las 3 horas de tratamiento mostraran una tendencia a tener ZP mas insolubles
(p=0’060, Tabla 10) no coincidiria con las observaciones de De Felici y Siracusa
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(1982) en ratdn, quienes reportaron una disminucion del grado de endurecimiento de
la ZP en los ovocitos con cumulus.

Nuestros datos parecen indicar que la ZP sufre un endurecimiento espontaneo
durante el cultivo que se revierte con el paso del tiempo, ya que a las 6 horas de
tratamiento los valores de todos los grupos fueron inferiores a los de las 3 horas. Sin
embargo, tampoco a este tiempo se aprecié un efecto significativo de las células
oviductales ni del cumulus. Aunque en ovocitos porcinos madurados in vivo se ha
referido que las secreciones oviductales endurecen la ZP (Broermann et al., 1989),
desconocemos el posible efecto de las células oviductales cultivadas in vitro con
ovocitos madurados in vitro. Kim et al. (1996) si sefalaron un aumento en el tiempo de
digestion de la ZP en condiciones in vitro pero tras cultivar los ovocitos directamente
con fluido oviductal recogido in vivo. Bajo nuestras condiciones podria ser que el(los)
factor(es) responsables de ese endurecimiento en la ZP no hubieran sido secretados
al medio y no estuvieran presentes durante el cultivo, reforzando asi nuestra idea de
que, aunque los explantes oviductales in vitro no sustituyen al tejido oviductal in vivo,
una estimulacion hormonal adecuada podria ayudar a imitar mas adecuadamente un
microambiente fisiolégico.

Una posible hipotesis para explicar el hecho de que no hayamos observado un
efecto sobre el endurecimiento de la ZP con ninguno de los dos tipos celulares
estudiados podria ser que los tiempos seleccionados no nos permitan determinar el
efecto. Otra posible hipotesis seria una falta de sensibilidad de esta prueba para
detectar pequefias modificaciones a nivel de la ZP. En nuestra opinién, son necesarios
mas estudios al respecto ya que muy recientemente Kouba et al. (2000) tampoco han
observado un endurecimiento de la ZP en ovocitos madurados in vitro tratados con
una glicoproteina porcina purificada. Asi pues, aunque existen evidencias de que las
glicoproteinas oviductales (oviductinas) se adhieren a la ZP quizas ellas por si solas
no provoquen el endurecimiento de la ZP sino que sean necesarios otro(s) factores
oviductales.

En cuanto a los resultados de la digestion de la ZP a las 3 horas de la
fecundacion (experiencia 3.2, Tabla 11), no se observdé que la presencia de células
POEC ni del cumulus durante la FIV ejercieran un efecto significativo sobre la ZP. Los
tiempos de digestion en esta experiencia son similares al control (ovocitos justo tras la
MIV) pero podemos observar que fueron inferiores a los observados en la experiencia
anterior (Tabla 10), en la que los ovocitos no estuvieron en contacto con
espermatozoides. De esta observacion podriamos sugerir que los espermatozoides
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parecen afectar al grado de endurecimiento de la ZP haciéndola mas blanda. Una
posible explicacion a este efecto podria ser que las enzimas acrosomales de los
espermatozoides reaccionados modificaran la ZP volviéndola mas susceptible de ser
digerida. En ovocitos de ratona, el endurecimiento de la ZP es un proceso proteasa-
dependiente (Wassarman, 1988b) y sabemos que durante la reaccién acrosdmica se
liberan ciertas proteasas como la acrosina (Yanagimachi, 1994). Estas enzimas
podrian ser responsables de modificaciones moleculares y estructurales de la ZP en
ovocitos porcinos, tal y como se ha sugerido para otras especies (Hardy y Hedrick,
1989). Otra explicacion podria ser que el medio de cultivo varia en sus propiedades
fisicoquimicas debido al elevado numero de células (1.500 espermatozoides/ovocito y
45-55 ovocitos) en un volumen reducido (200 ul). Sin embargo estas hipétesis
deberian ser analizadas con detenimiento para establecer conclusiones definitivas.

Asi pues, en nuestro sistema en conjunto no parece producirse un
endurecimiento significativo de la ZP tras la FIV. Esta situacion seria contraria a lo que
ocurre bajo condiciones in vivo (Broermann et al., 1989; Wang et al., 1998) y podria
aceptarse como uno de los muchos factores que influyen en la polispermia. Este
hecho podria explicarse por las caracteristicas diferentes que presentan los ovocitos
madurados in vivo e in vitro. Se ha observado que la superficie de la ZP de ovocitos
porcinos madurados in vivo es sensiblemente diferente a la de los madurados in vitro,
estos ultimos con un menor grosor y un mayor numero de pequenas depresiones u
“orificios” (Funahashi et al., 2000). Igualmente, Villamediana et al. (1999) también han
sefalado diferencias en la ZP de los ovocitos de cabras adultas ovulados y madurados
in vitro.

Por lo que se refiere al estudio de la densidad y distribucion de los GC, la
metodologia empleada en el presente trabajo nos indico que el area media ocupada
por uno de los puntos fluorescentes observados en el interior de los ovocitos tras la
tincion con PNA era de 0°094 um?, resultando un didmetro de 0’34 um. En nuestra
opinion, este dato implicaria que el area real de un GC deberia ser menor de 0°094
um? e igualmente tener un didmetro menor a 0’34 um, ya que se asume que la
fluorescencia emitida distorsiona la visién exacta de los limites del GC. Aunque el
tamafo de los GC es diferente en las distintas especies y es un dato que varia
ampliamente de unos autores a otros segun la metodologia empleada (revisado por
Guraya, 1985), estas mediciones no se alejan de las presentadas por Yoshida et al.
(1993b). Estos autores refirieron un diametro de 0’16 um tras hacer la media de los
tamanos de los GC en 50 ovocitos porcinos madurados in vitro y observados por
microscopia electronica, un dato probablemente mas preciso que el nuestro. Seria
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preferible comparar nuestros resultados con aquellos trabajos que hayan realizado
estudios cuantitativos mediante microscopia confocal (Kim et al., 1996; Wang et al.,
1997a,b,c) pero, desgraciadamente, en ellos se ha referido la metodologia empleada
por el equipo de Yoshida sin aportar los propios datos de tamafio de los GC
observados.

En nuestro estudio, el recuento del numero de puntos fluorescentes en cada
una de las zonas delimitadas se realizé de forma computerizada mediante un
analizador de imagenes (MIP4) lo que nos asegura una cierta objetividad en las
mediciones. Una metodologia parecida ha sido empleada en ratdon para cuantificar los
GC (Ducibella et al., 1994) pero hasta ahora no ha sido empleada en porcino, donde
se han contabilizado el numero medio de GC de forma visual ampliando la imagen
recogida en el microscopio y utilizando un monitor de 16” (Wang et al., 1998). De este
modo, las diferencias en la metodologia nos proporcionan unos resultados algo
sorprendentes en comparacion con los ofrecidos hasta ahora. En efecto, en el trabajo
de Wang et al. (1997b) el nimero medio de GC observado en el cortex al final de la
MIV fue de 33-67 GC/100 umz, bastante inferior al observado por nosotros (476’31,
Tabla 12). En nuestra opinion, aportando los datos del porcentaje de area marcada
con PNA-FITC se podria evitar la subjetividad de la medicion. Por un lado, obviando el
posible error derivado del distinto tamafio de los GC dentro de un mismo ovocito, y por
otro evitando los posibles fallos en el recuento debidos a la ampliacién de la imagen en
la pantalla del ordenador sin una correspondencia exacta con el aumento del tamafo
del tamafo del area del ovocito. De este modo se facilitaria y homogeneizaria la
comparacion de resultados entre distintos equipos de investigacion.

Basicamente, los trabajos sobre GC se refieren durante la MIV de los ovocitos,
aquellos relativos a ovocitos fecundados son escasos y carecemos de otros en los que
los ovocitos han sido fecundados bajo distintas condiciones. Wang et al. (1997b)
aportan datos de GC/100 umz en el cértex de ovocitos a las 6, 8, 18 y 24 horas
postfecundacién bajo las mismas condiciones pero, debido a las diferencias
metodoldgicas argumentadas anteriormente, no resultan comparables a nuestros
resultados. La medida de la densidad de granulos (GC/100 um?) puede no ser tan
precisa como la del % de area ocupada que nosotros reflejamos aqui, y que podria
ayudar en estos casos a facilitar las comparaciones, pero no es utilizada por otros
autores. Igualmente creemos que referir las observaciones en los tres planos distintos
del ovocito (ecuador, cortex y ZP), y no unicamente a nivel de cortex, podria ayudar a
establecer unos valores fisiologicos de GC en la especie porcina y a valorar los
cambios que se producen en la distribucion de estas organelas durante la fecundacion.
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Observando mas detalladamente la tabla 12, deducimos que la preincubacion
de los ovocitos 3 horas en POEC no parece afectar a la densidad de los GC (en
ndmero/100 um?) en ninguna de las 3 zonas estudiadas, aunque si se observa que las
células del cumulus disminuyen el numero de GC en la ZP. Esto nos podria indicar un
cierto retraso en la exocitosis que se podria relacionar con la mayor penetrabilidad de
los ovocitos con cumulus, pero son necesarios mas estudios para corroborar esta
hipotesis ya que este efecto no aparece ni en los ovocitos preincubados 6 horas (Tabla
13) ni en los fecundados en presencia de POEC (Tabla 14).

En la tabla 13 se observa que la interaccién entre el cimulus y el POEC afecta
a la densidad de los GC en la ZP y probablemente en el cortex, siendo los grupos de
ovocitos preincubados en presencia de algunos de los dos tipos celulares los que
alcanzan una mayor densidad de GC en ambas zonas. Esto podria indicar una mayor
exocitosis pero no disponemos de datos de FIV que puedan corroborarlo.

Por ultimo, un dato que resulta evidente y, en nuestra opinidon, demuestra la
correcta aplicacion de la técnica de tincion, visualizacion y recuento es el reflejado en
la tabla 14. Aqui observamos en todos los grupos que el numero de GC/100 um? de
ecuador, coértex o ZP es muy inferior al observado para los ovocitos no fecundados
(Tablas 12 y 13). Estos resultados nos indican que quizas los estudios sobre la
densidad y distribucion de los GC antes y después de la FIV deberian revisarse y
ampliarse para determinar los valores normales en las distintas condiciones y decidir,
entre otros términos, qué parametro proporciona una mayor informacion (ecuador,
cortex o ZP; y area o nimero /100 um?). En nuestro caso, como puede observarse en
las tablas 12, 13 y 14, el numero de GC/100 um2 en la ZP fue siempre inferior al
observado en el ecuador y éste a su vez inferior al observado en el coértex. Esta
secuencia se corresponde con la previsible distribucion de los GC en ovocitos
maduros.

Los resultados de este trabajo experimental muestran que, efectivamente,
existe una reaccion cortical con una importante salida de GC al exterior del ovocito por
lo que el posible “fallo” en el bloqueo de la monospermia no seria la “no exocitosis”.
Ademas, bajo nuestras condiciones, esta reaccion cortical se produciria antes de las 3
horas postfecundacion. Quizas el hecho de que exista un numero elevado de
espermatozoides capacitados y reaccionados provocaria que esa salida de GC fuera
insuficiente para bloquear la entrada de espermatozoides adicionales. Este hecho,
junto al no endurecimiento de la ZP tras la fecundacion, podrian ser algunas de las
causas de la polispermia en los sistemas de FIV.
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Resumiendo, en nuestra opinidn son necesarios nuevos estudios para dilucidar
las posibles interacciones que se establecen in vitro entre las células oviductales y las
del cumulus. Igualmente, la estimulacion hormonal de los cultivos de POEC con una
caracterizacién de las sustancias secretadas arrojaria luz para el entendimiento del
efecto que las células oviductales ejercen in vivo. Ademas, estos cultivos celulares
tratados hormonalmente podrian introducirse en los sistemas de FIV, a distintos
niveles, para lograr un ambiente mas fisiolégico e imitar de manera mas precisa en el
laboratorio las condiciones in vivo. Finalmente, la realizacion de trabajos sobre la
cinética de la digestion de la ZP o la exocitosis de los GC nos ayudaria a determinar
de forma mas concreta momentos clave en el proceso de la fecundacion in vitro que
ayudarian a mejorar los sistemas de FIV.
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6. CONCLUSIONES

. Las células del oviducto de hembras porcinas prepuberes que crecen en los cultivos
in vitro, segun la metodologia descrita en nuestro estudio, son mayoritariamente
epiteliales.

. La utilizacion de espermatozoides epididimarios crioconservados permite obtener
una baja variabilidad entre replicados en nuestro sistema de fecundacion in vitro.

. Las presencia de células epiteliales del oviducto durante la fecundacion in vitro
incrementa la penetrabilidad de los ovocitos porcinos fecundados con
espermatozoides epididimarios.

La presencia de células del cumulus aumenta el valor de los parametros
relacionados con la penetrabilidad y disminuye la monospermia en ausencia de
células oviductales.

. Bajo el sistema de fecundacion in vitro empleado la zona pelldcida no se endurece
tras la fecundacion como ocurre bajo condiciones in vivo.

. La metodologia empleada en nuestro estudio para la valoracion de la densidad y
distribucion de los granulos corticales es objetiva, fiable y simplifica el analisis de
los resultados.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que bajo las
condiciones empleadas se produce exocitosis de granulos corticales, aunque no se
observa un bloqueo efectivo de la polispermia.

. Existen interacciones entre las células epiteliales del oviducto y las células del

cumulus que afectan a algunas variables relacionadas con la fecundacion in vitro y
la densidad de granulos corticales.
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7. RESUMEN

La investigacion sobre el efecto e interacciones in vitro de algunos tipos
celulares presentes en condiciones fisioldgicas durante la fecundacién en la especie
porcina, como pueden ser las células oviductales o las células del cumulus oophorus,
podria arrojar alguna luz sobre las causas que provocan las penetraciones
polispérmicas in vitro. De este modo, el rendimiento de los sistemas actuales de
produccion in vitro de embriones porcinos podria ser mejorado.

El objetivo del presente trabajo consistié en valorar el efecto de las células
epiteliales del oviducto porcino (POEC) y del cumulus oophorus sobre distintos
parametros relacionados con la fecundacién in vitro (FIV) en la especie porcina. Las
variables estudiadas fueron el porcentaje de penetracién, el nimero medio de
espermatozoides por ovocito, el porcentaje de formacion de pronucleo masculino, el
porcentaje de monospermia, el porcentaje de cigotos divididos a las 48 horas
postfecundacién, el porcentaje de blastocistos, el nimero medio de nucleos por
blastocisto, la resistencia de la zona pelucida (ZP) a la digestién con pronasa vy la
densidad y distribucion de los granulos corticales (GC) en los diferentes grupos
experimentales.

Para conseguir el objetivo propuesto se utilizaron ovocitos porcinos madurados
in vitro, rodeados o no por sus células del cumulus y preincubados o fecundados en
monocapas de POEC tras valorar la riqueza de los cultivos en células epiteliales.
Todas las experiencias se realizaron con espermatozoides de epididimo
crioconservados con la finalidad de evitar al maximo la variabilidad entre ensayos, lo
que se confirmo posteriormente en el analisis de los datos.

Los resultados del estudio indican que los cultivos de POEC empleados son de
una gran pureza en ceélulas epiteliales (por encima del 95%). Estas células, junto a las
del cumulus y la interaccidon entre ambas, afectan significativamente, bajo nuestras
condiciones experimentales, a algunos de los parametros valorados. La presencia de
células POEC durante la FIV y las células del cumulus aumentaron la penetrabilidad.
Ademas las células del cimulus disminuyeron la monospermia en ausencia de células
oviductales. Sobre el posterior desarrollo embrionario se observd un menor porcentaje
de division y de blastocistos en los ovocitos preincubados con POEC antes de la FIV
que en los no preincubados. Ni las células POEC ni el cimulus aumentaron el tiempo
de digestiéon de la ZP, que ademas no se endurecio tras la fecundacion, a diferencia de
lo que ocurre bajo condiciones in vivo. La metodologia empleada para la valoracién de
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la densidad y distribucion de los GC se mostro fiable, objetiva y simplifico el analisis de
los resultados. Las células del cumulus parecen disminuir el niumero de GC en el
cortex y la ZP de los ovocitos tratados 3 horas antes de la FIV. Los ovocitos no
fecundados mostraron una mayor densidad de GC en el ecuador, cértex y ZP que los
ovocitos fecundados.

Estos resultados previos nos permiten suponer que empleando condiciones
mas préximas a las fisioldgicas, como la disminucion del ratio espermatozoides/ovocito
y el empleo de monocapas de POEC cultivadas con el soporte hormonal adecuado, se
podrian observar con mayor claridad los efectos de ambos tipos celulares y se
obtendrian mas datos sobre su posible papel en la obtencion de penetraciones
monospérmicas.
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8. SUMMARY

The research about the effect and in vitro interactions of some cellular types
which are present under physiological conditions during the fertilisation in the porcine,
such as the oviductal cells or the cumulus oophorus cells, could throw light on the
causes that cause the polyspermic penetrations in vitro. As a result, the output of the
current systems for in vitro embryo production in pigs could be improved.

The aim of this experimental work was to assess the effect of porcine oviductal
epithelial cells monolayers (POEC) and cumulus cells on different parameters related
to the in vitro fertilization (IVF) in pigs. The studied variables were: the rate of
penetration, the mean number of spermatozoa per oocyte, the rate of male pronuclear
formation, the rate of monospermy, the cleavage rate after 48 hours of fertilisation, the
blastocysts rate, the mean number of nuclei per blastocyst, the hardening of the zona
pelucida (ZP) and the density and distribution of cortical granuli (GC) in the different
experimental groups.

To reach the proposed objective, we used denuded and cumulus-enclosed
oocytes preincubated or fertilized with POEC, after the assessment of the pureness in
epithelial cells of these cultures. All the experiments were carried out with frozen-
thawed epididymal spermatozoa trying to avoid the variability between replicates, as it
was subsequently confirmed by the analysis of the data.

The results show that the POEC cultures of this study have a high proportion of
epithelial cells (over 95%). Under our experimental conditions, these cells, joined to the
cumulus cells and the interactions between them, have a significant effect on some of
the studied parameters. The presence of POEC during IVF and the cumulus cells
increased the oocyte penetrability. Moreover, cumulus cells in absence of POEC
decreased the monospermy rate. On the subsequent embryo culture it was observed a
lower cleavage rate and blastocyst formation in the oocytes preincubated with POEC
before IVF than in the non preincubated. Neither POEC nor cumulus increased the
time of ZP digestion with pronase and the ZP did not show a hardening after IVF, on
the contrary as it happens under in vivo conditions. The methods employed to assess
the number and distribution of GC was reliable, objective and it simplified the analysis
of the results. The cumulus cells seem to decrease the number of GC in the cortex and
ZP from oocytes treated 3 h before IVF. The non fertilized oocytes showed a higher
density of GC in the equator, cortex and ZP than the fertilized oocytes.
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These preliminary results let us suppose that using conditions closer to the
physiological ones, such as a decrease of the ratio spermatozoa/oocyte and employing
monolayers of POEC primed with the appropriate hormonal supplement, the effects of
both kind of cells could be observed more clearly and we could get more data about
their role to obtain monospermic penetrations.

100



ABREVIATURAS



Abreviaturas

9. ABREVIATURAS

BOm: medio de Bracket y Oliphant

BSA: albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin)

CE: cultivo in vitro de embriones

COCs: complejos células del cumulus oophorus-ovocito

dbAMPc: dibutiril AMP ciclico

EGF: factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor)

E/O: nimero medio de espermatozoides por ovocito penetrado

FCS: suero fetal bovino (Fetal Calf Serum)

FIV: fecundacion in vitro

FITC: isotiocianato de fluoresceina (Fluorescein Isotiocianate)

FO: fluido oviductal

GC: granulos corticales

HCG: gonadotropina coridnica humana (Human Chorionic Godanotropin)

MIV: maduracion in vitro

N céls/blastocisto: nimero medio de células por blastocisto

NCSU: medio North Carolina State University

PBS: tampon fosfato salino de Dulbecco modificado (Phosphate Buffer Saline)

fluoresceina

PFF: fluido folicular porcino (Porcine Folicular Fluid)

PMSG: gonadotropina sérica de yegua gestante (Pregnant Mare Serum Gonadotropin)

PNA: lectina procedente de Arachis hypogeae (Peanut Aglutinin)

PNA-FITC: lectina procedente de Arachis hypogeae conjugada a isotiocianato de

PNM: pronucleo masculino

% PNM: porcentaje de formacion de pronucleo masculino

POEC.: células epiteliales de oviducto porcino (Porcine Oviductal Epithelial Cells)

SOF: fluido oviductal sintético (Synthetic Oviductal Fluid)

TALP: medio de Tyrodes con albumina, lactato y piruvato (Tyrodes Albumin Lactate
Pyruvate)

TBM: medio trish tamponado (Trish Buffered Medium)

TCM-199: medio de cultivo 199 (Tissue Culture Medium-199)

VG: vesicula germinal

ZP: zona pelucida
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