
1. PROTOCOLO GENERAL

1.1. OBTENCIÓN, SELECCIÓN Y MADURACIÓN IN VITRO DE
LOS OVOCITOS

Se recogieron ovarios de cabras prepúberes, de aproximadamente dos
meses de edad, en un matadero comercial y se transportaron hasta el
laboratorio en un recipiente isotérmico con PB S (Phosphate Buffered
Saline, Sigma, P-4417) + Gentamicina (50 mg/1) a 35-37°C. La duración
del proceso, recogida y trayecto, nunca fue superior a 2 horas. Al llegar al
laboratorio los ovarios fueron lavados 4 veces en PB S + gentamicina (50
mg/1) a 38,5°C. Todo el proceso de obtención de los ovocitos a partir de
los ovarios y la posterior manipulación de los gametos (ovocitos y
espermatozoides) y embriones se realizaron en una campana de flujo
laminar a una temperatura ambiente de 34-35°C.

El medio utilizado para la recogida y lavado de los ovocitos fue
TCM199/HEPES (Sigma, M-2520) suplementado con NaHCCb (2,2 mg
/mi) y gentamicina (50 |o,g/ml). El pH del medio fue ajustado a 7,4 y
posteriormente se procedió a su esterilización mediante un filtro de
membrana de porosidad de 0,22 u,m.

La maduración de los ovocitos se realizó en microgotas de 50 (¿1 de medio
de lavado suplementado con 10 u,g/ml FSH (Ovagen), 10 (ig/ml LH ( ), 1
(ig/ml 17(3 estradiol y un 20% de suero de cabra en celo (SCC), inactivado
mediante calor a 56°C durante 30 minutos, y cubiertas con aceite de
parafina (Sigma, M-3516). Las gotas de maduración se prepararon siempre
antes de la llegada de los ovarios al laboratorio con la finalidad de
equilibrar el medio con la atmósfera del incubador (5% de CÛ2 en aire y
saturada de humedad) antes del cultivo de los ovocitos.

Los complejos cumulus-ovocito (CCOs) fueron obtenidos a partir de los
ovarios mediante la técnica del slicing, la cual consiste en realizar repetidos
cortes longitudinales y transversales con un bisturí en la superficie de un
ovario colocado sobre una placa de petri, liberando así los CCOs al medio.
Se seleccionaron ovocitos rodeados por más de una capa completa de
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células del cumulus y con el citoplasma homogéneo, los cuales, antes de ser
puestos en las gotas de maduración, fueron lavados tres veces en el medio
de lavado. Los CCOs se cultivaron en grupos de 9-11 ovocitos/gota
durante 27 horas a 38,5°C en una atmósfera del 5% CCh en aire y saturada
de humedad.

1.2. FECUNDACIÓN IN VITRO

1.2.1. Obtención y preparación de los espermatozoides

Se utilizaron eyaculados frescos procedentes de 2 ó 3 machos cabríos
adultos de raza Murciano-Granadina de probada fertilidad, obtenidos
mediante la ayuda de una vagina artificial y transportados hasta el
laboratorio en un recipiente isotérmico a 38,5°C en menos de 15 minutos.
Al llegar al laboratorio, se valoró la motilidad masal de los eyaculados,
descartando aquellos que presentaban valores bajos. A continuación, se
procedió a la mezcla del resto de eyaculados a partes iguales con el
objetivo de minimizar la variación entre machos. La preparación y
capacitación de los espermatozoides se realizó en medio mDM (Tabla 1),
medio descrito por Brackett y Oliphant (1975) y modificado por Younis y
col. (1991), siguiendo el método descrito por Younis y col. (1989).
Concretamente, en primer lugar, se realizó el lavado y selección de los
espermatozoides más móviles mediante la técnica del swim-up (Parrish y
col, 1986). Para ello, se colocaron 2 mi de medio de capacitación en seis
tubos cónicos y se depositaron 70 \ú de la mezcla de eyaculados en el
fondo de cada tubo. Tras una hora en el incubador a 38,5°C, se recogieron
aproximadamente 0,7 mi del sobrenadante de cada tubo y, tras mezclarlos y
coger una muestra para calcular la concentración espermática mediante una
cámara Thoma de recuento celular, se centrifugaron a 200xg durante 10
minutos. Tras la centrifugación, se descartó el sobrenadante y el sedimento
resultante se mezcló con un volumen igual de medio de capacitación
suplementado con 100 ug/ml de heparina (Sigma, H-3393), obteniendo una
concentración final aproximada de espermatozoides de 80 * 106 células/mi.
La suspensión de espermatozoides fue incubada durante 45 minutos a
38,5°C, periodo tras el cual se procedió a la inseminación de los ovocitos.
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1.2.2. Fecundación in vitro (FIV)

Aproximadamente dos horas antes del inicio del cocultivo de los gametos,
se procedió a la preparación de microgotas de 100 ul de medio de
fecundación TALP (Solución Tyrode modificada, descrita por Parrish y
col., 1986; ver Tabla 2) suplementado con 1 ug/ml de hipotaurina (Sigma,
H-13 84), las cuales fueron cubiertas con aceite de parafina y colocadas en
el incubador hasta el momento de su uso para que el medio se equilibrara.
Tras 27 horas de maduración, los CCOs fueron lavados en medio de
fecundación y depositados cuidadosamente en las gotas de FIV en grupos
de 18-22 ovocitos/gota.

Una vez finalizada la incubación de los espermatozoides con la heparina,
una alícuota de aproximadamente 5 ul de dicha suspensión fue introducida
en cada una de las gotas de fecundación, siendo la concentración final en la
gota de FIV de 3,5-4 106 espermatozoides/mi. Los gametos permanecieron
en co-cultivo durante 24 horas a 38,5°C en una atmósfera al 5% de CCh en
aire y saturada de humedad.

Tabla 1: Composición del medio mDM (Brackett y Oliphant, 1975;
modificado por Younis y col., 1991)

NaCl
KC1
CaCl2.2H20
MgCl2.6H2O
NaH2PO4.H2O
Rojo fenol
Gentamicina
NaHCO3

Glucosa
Piruvato sódico
BSA (Sigma, A-6003)
OSMOLARIDAD
p±i

gr/1
6,550
0,300
0,330
0,106
0,113
0,002
0,050
3,104
2,500
0,1375
6,000

305 mOsm/Kg
7,4

mM
112,00
4,02
2,25
0,52
0,83

37,00
13,90
1,56

127



Tabla 2: Composición de los medios TALP (Solución Tyrode modificada
descrita por Parrish y col., 1986) y HEPES/TALP:

Solución madre

NaCl
KC1
CaCl2.2H2O
MgCl2.6H20
NaH2PO4.H2O

Penicilina G
Rojo Fenol

gr/1
6,660

0,238
0,294
0,051

0,027
0,030
0,010

mM
114,00

3,20

2,00

0,25
0,20

HEPES/TALP-semen

NaHCO3

Glucosa
Piruvato sódico
HEPES
BSA(Sigma, A-6003)
Lactato sódico
OSMOLARIDAD
pH

mg/ml
0,160
0,900
0,112
2,380
6,000

3,68 ml/ml

mM
22,00
5,00
1,00
10,00

4,34
280-300

TALP-fert
mg/ml
2,100
0,900
0,020

-
6,000

1,7 ml/ml
mOsm/Kg

mM
25,00
5,00
0,20

3,50

7,4

1.3. CULTIVO IN VITRO

1.3.1. Medio de cultivo de los embriones

El medio de cultivo utilizado para la preparación de los distintos cultivos
de células somáticas y el posterior cultivo in vitro de los embriones fue el
medio TCM199bicarbonate (Sigma, M-2154) suplementado con 0,55
mg/ml piruvato sódico, 0,146 mg/ml L-glutamina (Sigma, G-5763), 3,5
mg/ml BSA (Sigma, A-4919)y 0,05 mg/ml gentamicina.
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1.3.2. Preparación de las monocapas de células del cumulus/granulosa

Simultáneamente a la obtención de ovocitos inmaduros a partir de ovarios
procedentes del matadero, se procedió al aislamiento de células del
cumulus y de la granulosa a partir de las placas de petri utilizadas para los
lavados de los ovocitos. A continuación, dichas células fueron lavadas 3
veces en medio TCM199/HEPES (Sigma, M-2025) y 2 veces en el medio
de cultivo descrito anteriormente. Posteriormente, se pusieron a cultivar
grupos de células del cumulus y de la granulosa en microgotas de 100^1 de
medio de cultivo suplementado con un 10% de SCC. Tras 48 horas de
incubación a 38,5°C en una atmósfera con un 5% de CCh en aire, las
células formaron una monocapa en la base de la gota y se procedió a la
colocación, en estas gotas, de los ovocitos inseminados para ser cultivados
durante 7 días en ellas. Cada dos días se cambiaron 50 ya del medio de las
gotas de cocultivo por 50 ul de medio de cultivo nuevo.

1.3.3. Preparación del cultivo de células epiteliales oviductales (CEOs)

Se obtuvieron oviductos de cabras prepúberes, terneras y/o vacas a partir
de animales sacrificados en el matadero y oviductos de cabras adultas
mediante una intervención quirúrgica en las instalaciones de la facultad de
veterinaria de la UAB. En ambos casos, los oviductos fueron transportados
hasta el laboratorio en un recipiente isotérmico con PBS (Sigma, P-4417) +
gentamicina (50 mg/1) a 4°C de temperatura, donde se procedió a la
separación de los oviductos del tejido conectivo que los envolvía.
Posteriormente, los oviductos fueron lavados 3 veces en PBS a 38,5°C y
una vez en medio TCM199/HEPES. La mucosa oviductal fue obtenida con
la ayuda de un par de pinzas de disección, con las que se presionaron las
paredes del oviducto desde el infündíbulo hasta la unión utero-tubárica, por
donde se produjo la salida de la mucosa. Las masas de células epiteliales
fueron depositadas en una placa de petri que contenía medio
TCM199/HEPES y aspiradas y expulsadas varias veces a través de una
aguja de 25G unida a una jeringuilla de 2 mi con el objetivo de disgregarlas
en grupos de células más pequeños. A continuación, los fragmentos de
epitelio oviductal fueron ubicados en un tubo cónico de centrifuga de 15 mi
para lavarlas 3 veces por gravedad con el medio de cultivo TCM199,
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transcurriendo 5 minutos entre la adición de medio nuevo y su retirada.
Tras el último lavado, se resuspendieron 50 ul del sedimento en 3 mi de
medio de cultivo al que se le había añadido un 10% SCC.
Aproximadamente a las 24 horas, se valoró el cultivo con una lupa
binocular (x64) y se seleccionaron los grupos de células oviductales que
poseían movimiento, los cuales fueron lavados 3 veces con el mismo tipo
de medio que se utilizaría posteriormente para el cultivo de los embriones,
para eliminar el suero del cultivo, y fueron puestos a cultivar en microgotas
de 100 jal de medio de cultivo, donde se obtuvo un cultivo oviductal mixto
de agregados de CEOs que nadaban libremente por el medio y CEOs en
monocapa. El cultivo de las CEOs en microgotas se inició 24 horas antes
de transferir los embriones a dicho cultivo y cada 48 horas se renovaron 50
^1 del medio de las gotas de co-cultivo con medio fresco.

1.3.4. Cultivo in vitro de los embriones

A las 24 horas de la inseminación se procedió a la separación de las células
del cumulus y los espermatozoides adheridos a la superficie de los cigotos
mediante el pipeteo repetido de los CCOs. Una vez libres de células, los
cigotos fueron lavados varias veces en medio de cultivo TCM199 y
depositados, en grupos de 30-40, en microgotas de 100(4,1 de medio de
cultivo cubiertas con aceite de parafina. El cultivo de los embriones se
realizó a 38,5°C en una atmósfera saturada de humedad y un 5% CCh en
aire y duró 7 días (8° día postinseminación). A las 24 horas del inicio del
cultivo (48 horas postinseminación), se examinaron las gotas y se
separaron los embriones de los ovocitos o cigotos no divididos para, así,
evitar posibles errores en las valoraciones posteriores. Cada dos días desde
el inicio del cultivo, parte del medio de las microgotas fue renovado
mediante la extracción de 50 \u y la reposición de dicho volumen con
medio de cultivo nuevo.
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2. VALORACIÓN DE LOS RESULTADOS

2.1. EVALUACIÓN DE LA MADURACIÓN IN VITRO

Con el objetivo de valorar el estadio nuclear de los ovocitos tras 27 horas
en el medio de maduración, se tomó una muestra de 15 a 20 ovocitos, los
cuales fueron agitados en un solución de citrato sódico al 3% para
denudarlos mecánicamente y fijados en ácido acético (90%) : etanol (3/1,
v/v) a 4°C durante, al menos, 24 horas. El colorante utilizado para la
tinción fue Lacmoide (Sigma, L-7512) al 1% en una solución de ácido
acético al 45%. La observación de los ovocitos se realizó con un
microscopio de contraste de fases (x400) y se consideró que un ovocito
estaba MADURO cuando se observaba una placa metafásica en el
citoplasma y el 1° corpúsculo polar formado, es decir, cuando el ovocito se
hallaba en el estadio de metafase II (Figura 1).

2.2. EVALUACIÓN DE LA FECUNDACIÓN IN VITRO

La penetración de los ovocitos, tras 17 horas de co-cultivo con los
espermatozoides, fue valorada mediante la recogida de una muestra de
ovocitos de todas las gotas de fecundación, en total unos 15 ovocitos por
experiencia, que fue manipulada y fijada del mismo modo que la muestra
recogida al final de la maduración.

Los ovocitos, tras ser teñidos con Lacmoide al 1%, fueron considerados
PENETRADOS cuando presentaron al menos una cola de espermatozoide
en su citoplasma. Estos, a su vez, fueron clasificados como:
a.- NORMALMENTE FECUNDADOS (2PN+C) (Figura 2): cuando en el
citoplasma de los cigotos se observaron 2 pronúcleos, uno masculino y
otro femenino, y una cola de espermatozoide, o bien, una cabeza de
espermatozoide descondensandose acompañada de su cola y de un
pronúcleo femenino.
b.- ANORMALES: en este grupo, los ovocitos fueron penetrados
solamente por un espermatozoide, pero se observaba alguna alteración o
retraso marcado en la formación de los pronúcleos, como por ejemplo:
cabeza del espermatozoide no descondensada, telofase II,...
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c.- POLIPLOIDES (>2PN): cigotos en los que se observo más de dos
pronúcleos en su citoplasma. Dentro de este grapo, los cigotos fueron
considerados POLffiSPÉRMICOS (PS) (Figura 3), cuando en el
citoplasma se observaron más de dos pronúcleos y los dos corpúsculos
polares, más de dos cabezas de espermatozoide descondensandose o más
de dos colas, o POLIGÍNICOS (PG) (Figura 4), cuando en el citoplasma
se observaban más de dos pronúcleos y una sola cola y no presentaba el
segundo corpúsculo polar.

2.3. EVALUACIÓN DE LA DIVISIÓN EMBRIONARIA

A las 24 horas del inicio del co-cultivo (48 horas postinseminación), se
procedió al examen de los ovocitos separando los ovocitos y cigotos de los
embriones y clasificando a estos últimos en embriones de 2 y de más de 2
células (Figura 5). El porcentaje de división se calculó dividiendo el
número total de embriones obtenidos entre el número total de ovocitos
inseminados puestos a cultivar.

2.4. EVALUACIÓN DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Tras 7 días de cultivo (día 8 postinseminación), todos los embriones fiíeron
observados con una lupa binocular (x64), y se procedió a la separación de
los blastocistos del resto de embriones, para evitar confusiones entre los
blastocistos y las mórulas durante su valoración mediante una tinción
fluorescente para ADN (Hoechst 33342, Sigma, B-2261). Dicha tinción se
utilizó con el fin de determinar el número de células y evaluar el grado de
desarrollo de cada embrión y ver hasta que estadio de desarrollo había
conseguido llegar. La técnica de tinción utilizada fue la descrita por Pursel
y col. (1985). Brevemente, los embriones fueron colocados en una gota de
10 \u de Azul Tripan (Merck, 11732) disuelto al 0,01% en una solución de
citrato sódico (CitÑa) al 2,3% e incubados a temperatura ambiente durante
30-60 segundos. Inmediatamente después, los embriones fueron
traspasados a una gota de 10 ul de solución de trabajo Hoechst 33342
(HO), solución preparada el mismo día de su uso mezclando 0,75 mi de
CitNa al 2,3% (w/v), 0,25 mi de etanol y lO^il de HO stock (1 mg HO/1 ml
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de agua), e incubados durante 5 minutos sobre una platina calentable a
37°C. Transcurrido este tiempo se retiró el exceso de colorante con la
ayuda de una pipeta de diámetro menor que los embriones, se colocó una
gota de glicerol sobre los embriones y estos se cubrieron con un
cubreobjetos. Los embriones fueron examinados inmediatamente después
de ser teñidos con un microscopio de fluorescencia con una longitud de
onda de 380-420 nm (x400) y se clasificaron en 5 categorías:
a.- Embriones de 2 a 8 células.
b.- Embriones de 9 a 16 células.
c.- Embriones de 17 a 34 células.
d.- Mórulas (Figura 6): embriones con más de 34 células en los que no se
observó ninguna cavidad en su interior.
e.- Blastocistos (Figura 7): embriones con más de 69 células en los que se
apreció la formación del blastocele.

3.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS.

Todos los resultados han sido expresados como frecuencias (o
proporciones) y analizados estadísticamente mediante un test Chi-
cuadrado. Se ha considerado que existen diferencian significativas entre las
frecuencias cuando el valor de probabilidad fue menor del 5% (p<0,05).

Figura 1: Metafase II
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Figura 2: cigoto normalmente fecundado. En él se observan dos
pronucleos totalmente formados y la cola del espermatozoide.

Figura 3: cigoto poliespérmico. Se observan 3 pronúcleos, una cabeza de
espermatozoide y dos colas.
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Figura 4: cigoto poligínico. Se observan 3 pronúcleos totalmente
formados. La cola del espermatozoides se encuentra en otro plano.

Figura 5: Embriones de cabras prepúberes en los primeros estadios de
desarrollo.
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Figura 6: Mórula, (a) lupa binocular y (b) tinción fluorescente Hoechst
33342.

•t.

Figura 7: Blastocisto. (a) lupa binocular y (b) tinción fluorescente Hoechst
33342.
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CAPITULO 4

EFECTO DEL MEDIO DE CAPACITACIÓN Y
FECUNDACIÓN SOBRE LA FIV Y EL

DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO



INTRODUCCIÓN

La fecundación es un proceso complejo que implica la unión de dos
gametos, uno masculino y otro femenino, la restitución de la carga
cromosómica somática y el inicio del desarrollo de un nuevo individuo. El
éxito de la fecundación in vitro requiere la preparación adecuada tanto del
espermatozoide como del ovocito así como una condiciones de cultivo que
sean favorables para la actividad metabòlica de ambos gametos. Hasta el
momento, diversos autores han descrito el nacimiento de cabritos a partir
de ovocitos fecundados in vitro (Manada, 1985; Crozet y col., 1993;
Keskintepe y col., 1994a, 1996; Cognie y col., 1995), indicando la aptitud
de los ovocitos de esta especie para ser fecundados en el laboratorio y
producir embriones viables.

los medios utilizados para la preparación del semen y la fecundación de los
ovocitos han de permitir tanto la capacitación de los espermatozoides y el
mantenimiento de su movilidad como la fusión de los espermatozoides con
los ovocitos y la primera división de los cigotos formados. En el caprino,
los medios de capacitación y fecundación más utilizados son los medios
TALP (Cox y col., 1994; Mogas, 1994; Pawshe y col, 1994b; Palomo,
1995), mDM (Younis y col., 1991, 1992; De Smedt y col., 1992; Ling y
col, 1992; Crozet y col., 1993; Cognie y col., 1995; Crozet y col., 1995) y
TCM199 (Slavík y Fulka, 1992). En todos estos trabajos el medio utilizado
para la capacitación fue el mismo que el empleado para la fecundación, sin
embargo, en algunos laboratorios se utiliza un medio para cada proceso, ya
que las necesidades de ambos gametos no son exactamente las mismas
(First y Parrish, 1987). Así, en el caprino, Keskintepe y col. (1994a, b) han
obtenido buenos resultados al utilizar el medio mDM para capacitar y el
medio TALP para el co-cultivo de los gametos.

Las necesidades para la capacitación de los espermatozoides de mamífero
han sido investigadas de forma extensa y se ha observado que la heparina
es el glucosaminoglicano presente en el oviducto que posee una mayor
implicación en la capacitación fisiológica de los espermatozoides, por lo
que se suele utilizar sistemáticamente en los laboratorios de FIV en
rumiantes (First y Parrish, 1988; Yanagimachi, 1994). Además de la
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capacitación, la motilidad espermática parece ser un factor importante que
influye en la tasa de fecundación. En muchos laboratorios, además de
realizar la selección de los espermatozoides más móviles, estos son tratados
con substancias estimulantes de la motilidad espermática, como por
ejemplo la cafeína y la PHE (revisado por Gordon, 1994). El uso de
cafeína, además de incrementar la motilidad, parece prevenir la interacción
negativa entre la heparina y la glucosa presente en el medio (Uguz y col.,
1992) y podría actuar sinérgicamente con la heparina para acelerar los
procesos de capacitación y reacción acrosómica de los espermatozoides
tanto congelados-descongelados (Niwa y Ohgoda, 1988; Niwa y col.,
1988; Park y col., 1989) como frescos (Totey y col., 1992). Diversos
investigadores (Younis y col., 1992; Keskintepe y col, 1994a,b) utilizan
rutinariamente la incubación de semen fresco de macho cabrío con heparina
y cafeína antes de inseminar ovocitos de cabra. Sin embargo, el efecto
positivo de la cafeína parece depender del medio utilizado. Concretamente,
en el caprino y con eyaculados frescos, la adición de cafeína al medio mDM
con heparina parece ser positiva (Younis y col., 1991) mientras que al
utilizarla con medio TALP+heparina no mejora los resultados con respecto
al uso únicamente de heparina (Younis y col., 1991; Cox y col., 1994).

Actualmente, en muchos laboratorios también se está utilizando un
combinado de penicilamina, hipotaurina y epinefrina (PHE), para
suplementar el medio de fecundación, ya que se ha observado que esta
mezcla también estimula la motilidad de los espermatozoides y mejora la
penetración de los ovocitos (Susko-Parrish y col., 1990; Gordon y Lu,
1990; Verges, 1990). Cuando los espermatozoides son capacitados con
heparina, algunos autores (Miller y col., 1992, 1994) han observado un
incremento en las tasas de penetración y división de los ovocitos al añadir
al medio de FIV la mezcla PHE, mientras que para otros (Long y col.,
1993,1994) la presencia de esta combinación no varía dichos resultados.

Como consecuencia de esta falta de estandarización en los protocolos de
fecundación de los ovocitos caprinos, el objetivo de este trabajo fue
determinar un sistema de fecundación propicio para nuestras condiciones
de trabajo. Para ello, se comparó el efecto del uso de 3 medios (mDM,
TALP y TCM199) para capacitar y fecundar (experiencia 1) o solamente
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para capacitar y realizando siempre la fecundación en medio TALP
(experiencia 2) y la utilización de agentes químicos estimulantes de la
motilidad, como la cafeína y la PHE (experiencia 3), sobre la fecundación
de ovocitos procedentes de cabras prepúberes, la división de estos a las 48
horas postinseminación y su desarrollo embrionario después de siete días
de cultivo in vitro.

MATERIAL Y MÉTODOS

Obtención y maduración in vitro de ovocitos foliculares de cabras
prepúberes

La obtención de los ovocitos y su posterior maduración in vitro se realizó
siguiendo la metodología descrita en el apartado general de material y
métodos.

Preparación de los espermatozoides para la fecundación

Experiencias 1 y 2

En estas experiencias la mezcla de eyaculados fue dividida en 3 partes y se
utilizó en cada una de ellas, un medio distinto para la preparación de los
espermatozoides. Los 3 medio fueron los siguientes:
a.- medio Tyrode's (Bavister y Yanagimachi, 1977) modificado por Parrish
y col. (1986) y designado en este trabajo con el nombre de TALP/H (Tabla
2 del apartado general de material y métodos).
b.- Medio Definido (Brackett y Oliphant, 1975) modificado por Younis y
col. (1991) (Tabla 1 del apartado general de material y métodos)
denominado aquí como mDM.
c.- TCM199 (Sigma, M-2520) suplementado con 2,2 mg/ml de bicarbonato
sódico, 0,11 mg/ml piruvato sódico, 6 mg/ml BSA (Sigma, A-6003) y 0,05
mg/ml gentamicina, que ha sido llamado mH-M199.

Todo el proceso de preparación de los espermatozoides para la FIV se
realizó siguiendo la metodología descrita en el apartado general de material
y métodos.
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Experiencia 3

En esta experiencia el medio utilizado para el tratamiento del semen fue el
medio mDM. Tras la centrifugación de los sobrenadantes de los tubos de
swim-up, el sedimento resultante fue dividido en 2 alícuotas, con 160 106

espermatozoides/mi cada una, que fueron resuspendidas (1:1) con medio
mDM que contenía 100 fig/ml de heparina o 100 fig/ml de heparina y 0,76
mg/ml de cafeína (4 mM). Los espermatozoides tratados con 50 u,g/ml de
heparina fueron incubados a 38,5°C durante 45 minutos mientras que los
tratados con 50 (ag/ml de heparina y 0,38 mg/ml de cafeína (2 mM) solo
estuvieron 30 minutos. Transcurridos dichos tiempos se procedió a la
inseminación de los ovocitos.

Fecundación in vitro de los ovocitos

Experiencia 1

En este grupo de experimentos las gotas de fecundación fueron preparadas
con 3 medios: TALP-fert, mDM y mH-M199 suplementados todos con 1
ug/ml de liipotaurina y siguiendo la metodología general. Los ovocitos
madurados in vitro fueron colocados al azar en uno de los tres medios e
inseminados con espermatozoides que habían sido incubados en el mismo
medio utilizado para la fecundación.

Experiencia 2

Todas las gotas de fecundación fueron preparadas con medio TALP-fert,
descrito en la Tabla 2 del apartado general de material y métodos, al que se
le añadió 1 u,g/ml de hipotaurina, tal y como se describe en el apartado
general.La inseminación de los ovocitos se realizó espermatozoides que
habían sido preparados con los distintos medios utilizados para el
tratamiento del semen (TALP/H, mDM y mH-M199).
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Experiencia 3

Preparación de la mezcla PHE : La mezcla de la PHE se preparó siguiendo
el procedimiento descrito por Miller y col. (1994). Se preparó una
solución de Penicilamina, añadiendo 3 mg de penicilamina (Sigma, P-4875)
a 10 mi de solución salina fisiológica (NaCl al 0,9%), y una solución de
Hipotaurina mezclando 1,09 mg de hipotaurina (Sigma, H-13 84) a 10 ml
de solución salina fisiológica. Para preparar la solución de Epinefrina fue
necesario elaborar previamente dos soluciones, una que contenía 18,5 mg
de epinefrina (Sigma, E-163 5) en 10 ml de solución salina fisiológica, a la
que se la denominó solución A, y otra, a la que se llamó solución B, que
fue preparada añadiendo 165 mg de lactato sódico al 60% y 50 mg de
meta-bisulfito sódico a 50 mi de agua bidestilada y posteriormente
ajustando su pH a 4. La solución de epinefrina se preparó añadiendo 1 mi
de la solución A en 39 mi de la solución B. La mezcla de PHE fue
preparada añadiendo 250 ul de la solución de Penicilamina, 250 ul de la de
Hipotaurina y 200 (4,1 de la de Epinefrina a 300 ¡¿1 de solución salina
fisiológica. Una vez realizada la mezcla ésta se esterilizó con un filtro de
membrana de porosidad 0,22 um y se dividió en viales de 120 ¡jl que
fueron protegidos de la luz con papel de aluminio y almacenados en el
congelador a -20°C.

Antes de la preparación de las gotas de fecundación se descongeló un vial y
se añadió 40 ul de la solución PHE a 960 ul de medio TALP-fert para la
preparación de las microgotas de FIV. El medio de fecundación contenía
una concentración final de Penicilamina de 20 uM, de Hipotaurina de 10
uM y de Epinefrina de 2 uM.

En esta experiencia los ovocitos madurados fueron transferidos al azar a
microgotas de medio a)TALP-fert solo, b)control: TALP-fert + hipotaurina
(1 ug/ml) o c) TALP-fert + PHE. Los ovocitos que se encontraban en las
gotas de medio sin hipotaurina fueron inseminados con espermatozoides
previamente tratados con heparina y cafeína, mientras que las gotas de FIV
que contenían hipotaurina o PHE fueron inseminadas con espermatozoides
incubados solamente con heparina.
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Cultivo in vitro de los embriones

A las 24 horas de la inseminación, los cigotos fueron separados de los
espermatozoides y traspasados a un cultivo en monocapa de células del
cumulus que había sido preparado 48 horas antes siguiendo la metodología
descrita en el apartado general de material y métodos. El co-cultivo de los
embriones se mantuvo durante 7 días.

Valoración de los resultados

Tanto la recogida y procesado de las muestras de ovocitos y cigotos como
la evaluación del número de células de los embriones y el tratamiento
estadístico de los resultados se llevó a cabo tal y como se indica en el
apartado general de material y métodos.

RESULTADOS

Experiencia 1

El porcentaje de maduración medio de todas las experiencias fue de un 66,3%
(65/98).

Los resultados de fecundación y cultivo presentados en las Tablas 1 y 2 revelan
diferencias significativas en las tasas de penetración, división y desarrollo de los
embriones en función de las distintas condiciones de fecundación. Tras 17
horas de co-cultivo de los gametos (Tabla 1), los niveles de penetración y
poliespermia fueron significativamente (p<0,05) menores en el grupo de
ovocitos fecundados en medio mH-M199, aunque los porcentajes de
fecundación normal y de cigotos poligínicos obtenidos en este tratamiento no
difirieron de los obtenidos al utilizar medio TALP-fert. El medio mDM y el
medio TALP-fert dieron porcentajes parecidos de penetración, fecundación
normal y poliploidías.

A las 48 horas de la inseminación (Tabla 2), los ovocitos que habían sido
tratados con mH-M199 se dividieron en menor grado (p<0,05) que los
inseminados en mDM o TALP-fert, pero al comparar el número de embriones
de más de 2 células sobre el total de embriones obtenidos no hubo diferencias
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entre este tratamiento y el resto (48,8%, 57,5% y 63,1%, medios mH-M199,
TALP y mDM, respectivamente). Después de 7 días de cultivo en una
monocapa de células del cumulus (Tabla 2), los embriones que procedían del
grupo de ovocitos inseminados en medio mH-M199 superaron el bloqueo de
las 8 células en un porcentaje significativamente (p<0,05) mayor que el resto
de embriones. En cuanto al porcentaje de mórulas y blastocistos, no hubo
diferencias entre los tratamientos.

Experiencia 2

El porcentaje de maduración medio de todas los experiencias fue de un 68,5%
(85/124).

Los resultados de fecundación obtenidos a las 17 horas de la inseminación
están reflejados en la Tabla 3. El uso de medio mDM para la selección y
capacitación de los espermatozoides dio porcentajes de penetración y
fecundación normal significativamente (p<0,05) superiores a los obtenidos al
utilizar medio TALP/H o mH-M199 para este fin, además, el medio mDM no
dio un porcentaje de poliploidías, tanto de poliespérrnicos como de poligínicos,
distinto a los otros dos medios.

Los resultados de división y desarrollo embrionario se muestran en la Tabla 4.
En una replica, durante el periodo de cultivo con células del cumulus, la
mayoría de las gotas de cultivo se contaminaron, por lo que, de esta
experiencia solamente se utilizaron los resultados de fecundación y división a
las 48 horas postinseminación y en los resultados de desarrollo embrionario hay
4 réplicas en vez de 5. A las 24 horas del inicio del co-cultivo con células del
cumulus, el medio utilizado para la incubación del semen no influyó en el
número de embriones obtenidos, ya que no hubieron diferencias entre los
tratamientos ni en los porcentajes de división ni en los de embriones de más de
2 células, tanto sobre los ovocitos puestos a inseminar como sobre el total de
embriones (57,5%, 56,8% y 60,7%, TALP/H, mDM y mH-M199,
respectivamente).

En cuanto al desarrollo de estos embriones, sí se observó que los que
procedían del grupo inseminado con espermatozoides incubados en medio
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mDM superaron en mayor (p<0,05) número el estadio de las 8 células que los
que habían sido inseminados con espermatozoides en medio TALP/H; el grupo
inseminado con mH-M199 no difirió significativamente de ninguno de los
anteriores. Estas diferencias no fueron observadas al comparar los porcentajes
de mórulas y blastocistos obtenidos en los distintos tratamientos.

Experiencia 3

El porcentaje de maduración obtenido en estas experiencias fue de un 66,3%
(65/98).

Los resultados de este estudio se muestran en las Tablas 5 y 6. La adición de
PHE a las gotas de fecundación dio peores (p<0,05) porcentajes de
penetración y fecundación normal que el tratamiento control, en el que solo
había hipotaurina en el medio. El uso de cafeína y heparina para la capacitación
de los espermatozoides proporcionó tasas de fecundación total y normal
similares a los obtenidos en los otros dos tratamientos. Los mayores
porcentajes de penetración y fecundación normal se obtuvo en el tratamiento
control, el cual no difirió de los otros tratamientos en el grado de poliploidías.

A las 48 horas de la inseminación (Tabla 6), el porcentaje de división obtenido
en el grupo de ovocitos inseminados en gotas suplementadas con PHE fue
significativamente (p<0,05) menor al observado en los otros dos tratamientos,
aunque al comparar los porcentajes de embriones de más de 2 células sobre el
total de ovocitos puestos a inseminar, no se hallaron diferencias significativas
entre este grupo y el tratado con cafeína y, cuando el número de embriones de
más de 2 células se expresó sobre el total de embriones obtenidos en cada
grupo( 67,9%, 66,3% y 72,9% para el grupo control, con cafeína y PHE
respectivamente), los porcentajes fueron similares para los 3 tratamientos.

Tras 7 días de cultivo (Tabla 6), el mayor porcentaje de embriones que habían
superado el estadio de las 8 células se obtuvo en el grupo de la PHE, aunque
solo difirió (p<0,05) significativamente del obtenido en el grupo tratado con
cafeína; el porcentaje obtenido en el grupo control no difirió significativamente
del observado en los otros dos tratamientos. En cuanto a la tasa de embriones
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Tabla 1: Efecto de los medios de capacitación y fecundación utilizados sobre
los resultados de FIV (réplicas = 4).

TALP/TALP

mDM/mDM

M199/M199

n°
ovoc
69

76

75

%Penetrc

59,4a

(41)
65,8a

(50)
25,3b

(19)

%2PN+C

33,3ab

(23)
40,8a

(31)
20,0b

(15)

%PS

15,9a

(11)
11,8a

(9)
0,0b

(0)

%Poligin

5,8ab

(4)
11,8a

(9)
2,7b

(2)

%Poliplo

21,7a
(15)
23,7a
(18)
2,7b

(2)
a b', : distintos superindices en la misma columna indican diferencias significativas
0C2> P<0?05)- 2PN+C: 2 pronucleos+cola del espermatozoide; PS:
poliespérmicos; Poligin: poligínicos; Poliplo: poliespérmicos + poligínicos.

Tabla 2: Influencia del medio de fecundación sobre los resultados de división
de los ovocitos y posterior desarrollo embrionario (réplicas = 4).

48 horas post-inseminación día 8 post-inseminación

n° %2céls %>2céls %División n° embr %>8céls %M+B
ovoc. (n°) (rf) (rf) (rf)

TALP/TALP

mDM/mDM

M199/M199

265

226

190

21,5 a

(57)

16,8 ab

(38)

ll,6b

(22)

29,1 a

(77)

28,8a

(65)

11, l b

(21)

50,6a

(134)

45,6a

(103)

22,6 b

(43)

92

57

40

15,2a

(14)

15,8a

(9)

37,5 b

(15)

5,4
(5)

12,3
(7)

12,5
(5)

a,b: los valores en una misma columna con distinto superindice difieren

significativamente (%2, p<0,05). n°ovoc: número de ovocitos inseminados; n°
embr: embriones cultivados durante 7 días; %M+B: porcentaje de mórulas y
blastocistos.
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Tabla 3: Efecto del medio utilizado para el tratamiento del semen sobre la
FIV. (réplicas = 5).
Capacitación
/fecundación
TALP/TALP

mDM/TALP

M199/M199

n°
ovoc
81

98

95

%Penetrc
(n°)

60,5b

(49)
79,6a

(78)
55,8b

(53)

%2PN+C
(n°)

33,3ab

(27)
55, r
(54)
34,7b

(33)

%PS
(n°)
16,0
(13)
10,2
(10)
14,7
(14)

%Poligin
(n°)
7,4
(6)
13,3
(13)
6,3
(6)

%Poliplo
(n°)
23,5
(19)
23,5
(23)
21,1
(20)

: distintos superindices en la misma columna indican diferencias significativas

ÛC2» 2PN+C: 2 pronucleos + cola del espermatozoide; PS:
poliespérmicos; Poligin: poligínicos; Poliploides: poliespérmicos + poligínicos.

Tabla 4: Desarrollo embrionario de ovocitos inseminados con
espermatozoides tratados en TALP/H, mDM y mH-M199 (réplicas = 5).

48 horas post-inseminación día 8 post-inseminación

n°ovo

TALP 265

mDM 249

M199 220

%2céls
(rf)

21,5
(57)

22,9
(57)

19,1
(42)

%>2céls
(rf)

29,1
(77)

30,1
(75)

29,5
(65)

%División
(rf)

50,6
(134)

53
(132)

48,6
(107)

n° embr
(rf)

89

57

92

%>8céls
(rf)

9,0a

(8)

21,0b

(12)

15,2ab

(14)

%M+B
(rf)

5,6
(5)

12,3
(7)

5,4
(5)

* : los valores en una misma columna con diferente superindice difieren

significativamente (%2, p<0,05). n°ovoc: número de ovocitos inseminados; n°
embr: número de embriones cultivados durante 7 días; M+B: mórulas y
blastocistos juntos.
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Tabla S: Resultados de penetración a las 17 horas post-inseminación (réplicas

Control

Cafeína

PHE

n°
ovoc
113

112

107

%Penetrc
(n°)

48,7a

(55)
44,6ab

(50)
31,8b

(34)

%2PN+C
(n°)
37,2a

(42)
31,2ab

(35)
20,6b

(22)

%PS
(n°)
4,4
(5)
6,2
(7)
4,7
(5)

%Poligin
(n°)
4,4
(5)
6,2
(7)
5,6
(6)

%Poliplo
(n°)
8,8
(10)
12,5
(14)
10,3

01)
a'b: los valores en una misma columna con diferente superindice difieren

significativamente (%2, p<0,05). 2PN+C: 2 pronucleos + cola del
espermatozoide; PS: poiespérmicos ; Poligin: poligínicos^Poliploides:
poliespérmicos + poligínicos.

Tabla 6: Influencia de la cafeína y la PHE sobre la división y posterior
desarrollo embrionario (réplicas = 5)

48 horas post-inseminación día 8 post-inseminación

n°ovo %2céls %>2céls %División n°embr %>8céls %M+B

Contr

Cafe

PHE

308

312

271

11,7a

(36)

11,2a

(35)

5,9 b

(16)

24,7a

(76)

22,1*
(69)

15,9 b

(43)

36,4a

(112)

33,3 a

(104)

21,8b

(59)

110

90

40

38,2 ab

(42)

31,1 a

(28)

52,5 b

(21)

9,1
(10)

4,4
(4)

12,5

(5)

: los valores en una misma columna con diferente superindice difieren
significativamente (%2, p<0,05). n°ovoc.: número de ovocitos inseminados; n°
embr: número de embriones cultivados durante 7 días. %M+B: porcentaje de
mórulas y blastocistos.
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DISCUSIÓN

En nuestras condiciones, el uso de un medio simple, como el mDM y el TALP,
para los procesos de capacitación de los espermatozoides y fecundación de los
ovocitos, proporciona mejores tasas de penetración y división embrionaria que
un medio más complejo como es el mH-M199. No obstante, si en este estudio
el medio TALP proporcionó una tasa de penetración superior que el medio
mH-M199 fue debido a su mayor tasa de poliespermia. En los medios mDM y
mH-M199 las tasas de división fueron similares a las de fecundación normal.
En el medio TALP, el porcentaje de división fue muy superior al de
fecundación normal. Diversos autores (Iwasaki y col., 1989; Long y col., 1993)
han descrito el posible desarrollo preimplantacional de los cigotos poliploides,
por lo que no se puede descartar la idea de que parte de los embriones
desarrollados con este sistema sean de este tipo y, por tanto, no viables para
convertirse en un ser vivo. El empleo de medio mH-M199 para la capacitación
y fecundación, a pesar de proporcionar las menores tasas de fecundación y
división de los ovocitos, los embriones procedentes de este tratamiento se
desarrollaron en un mayor grado durante los primeros 4 ciclos celulares que los
procedentes de los medios simples. Esto podría ser debido al hecho de que en
este tratamiento todo el proceso de MTV/FIY/CIV fue realizado en el mismo
tipo de medio y, por tanto, los ovocitos no han sufrido ningún cambio brusco
en la composición de su entorno a lo largo del proceso.

El medio mDM posee una concentración de glucosa muy superior a la
existente en los otros dos medios utilizados, concretamente el mDM contiene
una concentración de 14 mM, mientras que el TALP y el mH-M199 contienen
5 mM y 5,6 mM de glucosa, respectivamente. Contrariamente a lo indicado
por Moore y Bondioli (1990) y Ledda y col. (1992), para los cuales la
presencia de glucosa podría ser detrimental para el inicio del desarrollo
embrionario, en este trabajo, este efecto negativo parece no manifestarse, ya
que el mDM proporcionó un porcentaje de división de los ovocitos tras 48
horas de la inseminación similar al medio TALP y superior al medio mH-
M199.

En rumiantes, los trabajos realizados con el objeto de comparar distintos
medios utilizados para la capacitación y la fecundación son escasos y no han
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dado resultados concluyentes debido al uso de distintos protocolos de
capacitación de los espermatozoides y fecundación de los ovocitos. En
discrepancia con nuestros resultados, Younis y col. (1991), en un estudio
realizado en el caprino comparando el uso de estos 3 medios para el
tratamiento del semen y la fecundación, el mDM proporcionó mejores
porcentajes de fecundación y división a las 48 hpi que los medios mH-M199 y
TALP. Sin embargo, estas diferencias pudieron ser debidas a las distintas
condiciones utilizadas para la capacitación de los espermatozoides según el
medio utilizado, ya que mientras que al TALP y al mH-M199 se les añadió
heparina, el mDM fue suplementado con cafeína y heparina. Otros
investigadores (Totey y col., 1992) también han observado la superioridad del
medio mDM sobre el medio TALP, cuando se suplementaron ambos medios
con heparina y, además, se añadió cafeína al medio mDM. Contrariamente,
para diversos autores los medios mDM y M199 proporcionan resultados
similares de fecundación y desarrollo embrionario al utilizar ambos medios
suplementados con heparina y cafeína (Suzuki y col., 1991) o utilizando
distintos sistemas de capacitación según el medio empleado, HIS para el mDM
y heparina para el M199, (Kauffold y col., 1988).

Respecto a la influencia del medio utilizado para la capacitación de los
espermatozoides sobre la fecundación de los ovocitos en medio TALP-fert, los
resultados obtenidos en la experiencia 2 indican que el medio mDM es el más
eficaz, ya que proporcionó tasas de fecundación total y normal muy superiores
a las obtenidas con TALP o mH-M199. Además, aunque no se han observado
diferencias entre las tasas de división a las 48 horas de la inseminación de los 3
tratamientos, el medio mDM proporcionó un porcentaje de división muy
parecido al de penetración normal y muy inferior al de penetración total,
mientras que al capacitar a los espermatozoides en TALP o mH-M199, las
tasas de división fueron superiores a las de penetración normal, como si al
utilizar el medio mDM solo se dividieran los cigotos normalmente fecundados
en tanto que al emplear los medios TALP o mH-M199 también se
desarrollaran algunos embriones poliploides. No obstante, estos embriones
anormales parecen no avanzar mas allá del tercer ciclo celular, ya que, tras 7
días de cultivo con células del cumulus, la proporción de embriones que habían
superado el estadio de las 8 células fue superior en el grupo inseminado con
espermatozoides en medio mDM. En cuanto al porcentaje de mórulas y
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blastocistos, no hemos observado diferencias entre los 3 tratamientos debido,
probablemente, al bajo número de embriones obtenidos.

Las causas de la superioridad del uso de medio mDM para capacitar
espermatozoides caprinos en nuestras condiciones de trabajo no las
conocemos, aunque podrían estar relacionadas con el hecho de que el mDM
posea una concentración de calcio mayor que los medios TALP y mH-M199.
Se ha descrito que la reacción acrosómica (Yanagimachi y Usui, 1974; Hunter,
1987; Crozet, 1991a) y la hiperactivación (Hunter, 1987; Fraser y Ahuja, 1988)
son procesos dependientes del calcio. Además, este ion parece influir en la
acción de la heparina sobre la capacitación de los espermatozoides (First y
Parrish, 1987; Handrow y col, 1989; Miller y Ax, 1990) y se ha observado que
la disminución de la concentración de calcio en el medio produce un
incremento en el tiempo necesario para que la heparina induzca la capacitación
(Mahmoud y Parrish, 1996). Otro de los compuestos del medio que también
interactúa con la heparina y posee un efecto sobre la capacitación espermática
es la glucosa (Parrish y col., 1985a). Como se ha indicado anteriormente, el
medio mDM también posee una mayor concentración de glucosa que el TALP
y el mH-M199. Parrish y col. (1985a) han indicado que la presencia de
glucosa bloquea la capacitación de los espermatozoides, aunque,
posteriormente, este mismo equipo también ha observado que dicho
bloqueo puede ser superado incrementando el tiempo de incubación de los
espermatozoides con la heparina (Parrish y col., 1989a). En este trabajo el
tiempo de incubación utilizado parece neutralizar el efecto negativo del
exceso de glucosa del medio mDM. Se ha de tener en cuenta que, además
de los 45 minutos de incubación de los espermatozoides con heparina, tras
la inseminación, en la gota de fecundación había una concentración
aproximada de heparina de 2,5 ug/ml que estuvo en contacto con los
espermatozoides durante 24 horas.

Con la utilización de substancias estimuladoras de la motilidad espermática,
como la cafeína y la mezcla de PHE, durante el proceso de FIV, no hemos
observado ningún efecto beneficioso sobre los resultados de fecundación y
desarrollo embrionario. En este trabajo, los peores resultados obtenidos con la
PHE respecto al control podrían ser debidos al efecto negativo de la
penicilamina o la epinefiina en el medio de fecundación, ya que la hipotaurina
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estaba presente en el lote control y ambos tratamientos fueron inseminados con
el mismo semen, o al hecho de que la concentración utilizada ha sido la descrita
por Miller y col. (1994) para el bovino, lo que no nos asegura que sea la
adecuada para el caprino.

Según diversos autores (Ball y col., 1983; Critser y col., 1984), la cafeína
podría aumentar la motilidad espermática en los eyaculados de mala calidad
pero parece no poseer casi efecto en los dé buena calidad, por lo que los
resultados obtenidos con su uso son claramente dependientes del macho
donante de espermatozoides y del tipo de semen utilizado. Con semen
congelado bovino, algunos investigadores (Niwa y Ohgoda, 1988; Park y col.,
1989) han indicado que la cafeína podría actuar sinérgicamente con la heparina
para capacitar a los espermatozoides, incrementando significativamente la tasa
de penetración. En el caprino y con eyaculados frescos, Cox y col. (1994)
obtuvieron resultados de penetración similares al añadir o no cafeína al medio,
aunque la presencia de cafeína proporcionó niveles más elevados de
poliespermia que su ausencia. Para Younis y col. (1991), el tratamiento de
semen fresco de macho cabrío con heparina y cafeína en medio mDM
proporciona mejores resultados que el medio TALP con heparina y sin cafeína.
Sin embargo, en este trabajo no se utilizó medio mDM suplementado
únicamente con mDM y estos mismos autores también indican que la adición
de cafeína al medio TALP con heparina no mejora los resultados. Por otro
lado, el efecto de la cafeína sobre la penetración de los espermatozoides
caprinos parece ser claramente dependiente de la concentración utilizada (Cox
y col., 1994; Sinha y col., 1995) por lo que el uso de una concentración
inadecuada podría ser detrimental para los gametos y producir la disminución
de los resultados de fecundación. Concretamente, según Sinha y col. (1995)
para el semen congelado es mejor utilizar una concentración de cafeína de 2
mM que de 5 mM y, con semen caprino fresco, Cox y col. (1994) indican que
esta concentración ha de ser como máximo de 10 mM.

Respecto al uso de la mezcla de PHE, los resultados publicados hasta el
momento son contradictorios. Utilizando medio TALP con heparina para
capacitar espermatozoides descongelados, Miller y col. (1992, 1994) han
observado mayores porcentajes de división y desarrollo a las 48 horas de la
inseminación cuando la PHE estaba presente en la gota de fecundación que en
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su ausencia, mientras que Long y col. (1993) no han obtenido ningún efecto
con su adición. Estos últimos autores tampoco han observado una mejora con
su uso en medio CRlaa (Long y col., 1994), como si la falta de acción de la
mezcla de PHE no dependiera del medio utilizado. Para Susko-Parrish y col.
(1990) existe un efecto sinérgico entre los componentes de la PHE y, la adición
de esta mezcla acorta el tiempo de penetración, aunque no incrementa el
porcentaje de ovocitos penetrados cuando se utiliza un tiempo prolongado de
incubación de los gametos. Uno de los inconvenientes de la PHE es su
preparación, almacenaje y uso, ya que la epinefiina es una catecolamina que se
oxida muy fácilmente produciendo substancias citotóxicas y la luz acelera este
proceso (Bavister, 1989), por lo que esta substancia debería ser manipular
prácticamente a oscuras y esto dificulta enormemente su utilización.

Según Long y col. (1994), el efecto positivo de las substancias estimuladoras
de la motilidad podría solamente ser observado en los sistemas de fecundación
que proporcionan niveles bajos de penetración. Además,

En este trabajo, la falta de efecto de la presencia de cafeína o PHE sobre la tasa
de fecundación podría ser debida (1) a la gran calidad de los eyaculados frescos
utilizados, ya que todos poseían una motilidad mínima del 70% y una
concentración de espermatozoides aproximada de 4 * 109 células/mi, y/o (2) a
la presencia de hipotaurina en el tratamiento control. La hipotaurina también
parece incrementar la motilidad de los espermatozoides y la penetración de
los ovocitos (Leibrified y Bavister, 1982; Ball y col., 1984; Ahuja, 1985),
siempre y cuando se utilice un periodo de incubación prolongado (7-8
horas) (Saeki y col., 1991), por lo que ha sido recomendado añadirla al
medio de fecundación en vez de incubar previamente a los espermatozoides
con ella (Gordon y Lu, 1990; Schellender y col., 1990).

En conclusión, bajo nuestras condiciones, la combinación del medio mDM
para la capacitación del semen y el medio TALP para la fecundación es el
protocolo que proporciona mejores resultados de fecundación y desarrollo.
Por otro lado, la utilización de substancias estimuladoras de la motilidad
espermática, como la cafeína y la mezcla de PHE, no han mejorado los
resultados de penetración y desarrollo embrionario comparado con la
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utilización únicamente de heparina para el tratamiento de los
espermatozoides frescos de macho cabrío.
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CAPÍTULO 5

CULTIVO IN VITRO E IN VIVO DE
EMBRIONES CAPRINOS



INTRODUCCIÓN

Actualmente ya se han obtenido nacimientos de cabritos a partir de
ovocitos madurados, fecundados y cultivados hasta la etapa de blastocisto
in vitro (Cognie y col., 1995; Keskintepe y col., 1996). Sin embargo, unas
condiciones de cultivo inadecuadas pueden producir el bloqueo del
desarrollo embrionario, que en la especie caprina suele suceder en el
estadio de 8-16 células (Bavister, 1988), o una disminución en la viabilidad
de estos embriones. En la bibliografía, los sistemas utilizados para superar
este bloqueo son numerosos, habiéndose utilizado: la transferencia de los
embriones al oviducto de hembras intermediarias (Boland, 1984), distintos
medios de cultivo in vitro suplementados con suero y/o con diversos tipos
de células y medios acondicionados por células somáticas (Gordon, 1994;
Bavister, 1995; Thompson, 1996). El perfeccionamiento de los sistemas de
cultivo es muy anhelado, en términos de producción de embriones hasta un
estadio preimplantacional deseado, tanto para los estudios biotecnológicos
como para la industria de transferencia de embriones.

Se ha demostrado que el co-cultivo con células somáticas puede mantener
el desarrollo de los embriones desde la etapa de cigoto hasta la de
blastocisto (Eyestone y First, 1988, 1989; Rexroad, 1989) y en la
actualidad es el sistema más utilizado para cultivar embriones in vitro.
Muchos autores han observado que el co-cultivo de los embriones
producidos in vitro con cualquier tipo de células somáticas suele mejorar el
desarrollo al compararlo con el cultivo en medio sin células (Gandòlfi y
Moor, 1987; Eyestone y First, 1989; Aoyagi y col., 1990; Ellington y col.,
1990c; Nakao y Nakatsuji, 1990; Pavasuthipaisit y col., 1994; Rehman y
col., 1994), aunque otros no han observado ningún aumento de la tasa de
blastocistos con su presencia (Pinyopummintr y Bavister, 1991; Bavister y
col, 1992; Shamsuddin y col., 1993b; Carolan y col., 1995). Hay
evidencias de que el efecto beneficioso del co-cultivo está relacionado con
polipéptidos producidos por las células somáticas que actuarían como
factores embriotróficos (Gandolfi y Moor, 1987; Gandòlfi y col., 1989).
Son diversos los trabajos indicando o revisando las posibles causas de este
efecto positivo sobre el desarrollo embrionario (Bavister 1988, 1995;
Rexroad, 1989; Bongso y Fong, 1991; Kane y col., 1992). Según estos
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autores, las células somáticas actuarían: (a) produciendo substancias
mitógenas para el embrión, (b) sintetizando y liberando al medio
metabolitos utilizables por el embrión, como aminoácidos, lactato y
piruvato; y (c) eliminando substancias embriotóxicas o inhibitorias del
desarrollo embrionario, como el amoniaco, iones de metales pesados,
metabolitos del oxígeno y glucosa .

Un factor a tener en cuenta durante el cultivo de los embriones es la
atmósfera del incubador, y más concretamente, la concentración de
oxígeno utilizada. Diversos autores han indicado que una concentración de
oxígeno cercana a la atmosférica (20%) posee un efecto adverso sobre el
desarrollo de los embriones caprinos (Batt y col., 1991), ovinos (Wright y
col., 1976; Thompson y col., 1990) y bovinos (Nakao y Nakatsuji, 1990;
Thompson y col., 1990; Trounson, 1992; Nagao y col., 1994). Los
embriones cultivados en ausencia de células somáticas parecen
desarrollarse mucho mejor en una atmósfera con una concentración de
oxígeno del 5% que con un 20% de Oa (Fujitani y col., 1996). Las
presencia de células somáticas en el cultivo parece contrarrestar este efecto
negativo, ya que cuando se utiliza un co-cultivo la concentración óptima de
Oa en el incubador aumenta debido a las necesidades de las células de
soporte (Voelkel y Hu, 1992). Así, diversos autores han observado que los
embriones en co-cultivo toleran una concentración de oxígeno mayor que
los cultivados en ausencia de células de soporte (Fukui y col., 1991; Poulin
y col., 1994; Nagao y col., 1994), ya que, debido al consumo de oxígeno
por parte de las células, la concentración de este gas alrededor del embrión
es menor que en la atmósfera, por lo que disminuye su efecto tóxico
(Gordon, 1994).

Algunos autores han sugerido que los efectos beneficiosos de los co-
cultivo no son estrictamente ni tejido- ni especie-específicos (Marquant-Le
Guienne, 1991; Goto y col., 1992; Pavasuthipaisit y col., 1994). En el
caprino, se han utilizado co-cultivos tanto de células del cumulus/granulosa
(Younis y col., 1991, 1992; Keskintepe y col, 1994b, 1996) como de
células del epitelio oviductal (Sakkas y col., 1989; Prichard y col, 1990,
1991; Buggin-Daubié y col., 1992; Crozet y col., 1995) y ambos tipos
celulares han proporcionado buenos resultados de desarroUo embrionario.
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El uso de células del cumulus/granulosa tiene una ventaja obvia sobre las
células oviductales y es el hecho de que ellas pueden ser rápidamente
obtenidas durante el proceso rutinario de obtención de los ovocitos para la
MIV. Sin embargo, al comparar su efecto con el de la presencia de células
del epitelio oviductal (GEO) se han obtenido resultados dispares. Así,
mientras que algunos autores han descrito la superioridad de las células del
cumulus sobre las CEO en el mantenimiento del desarrollo
preimplantacional de embriones de rumiante (Berg y Brem, 1989;
Keskintepe y col., 1994a), otros, no han observado diferencias entre ambos
tipos celulares (Jiang y col., 1991; Behboodi y col., 1992; Goto y col.,
1992) y, finalmente, numerosos estudios han indicado que el co-cultivo con
CEO es más efectivo que el uso de células del cumulus/granulosa (Fukui y
col., 1988b; Aoyagi y col., 1990; Wiemer y col., 1991; Shamsuddin y col.,
1993b; Rorie y col., 1994a; Feng y col., 1996), de lo que se puede deducir
que el tipo de células más óptimo dependería de las condiciones de cultivo
utilizadas (origen de los gametos, atmósfera gaseosa, medio de cultivo,...).

Respecto a la no especie-especificidad de los co-cultivos, en el caprino,
algunos autores han indicado que las CEO de origen bovino son igual de
útiles para cultivar embriones caprinos que las CEO de esta especie
(Buggin-Daubié y col., 1992), sin embargo, para Keskintepe y col.
(1994a), aunque los co-cultivos de los embriones caprinos con células de
distintas especies pueden permitir el desarrollo embrionario, las células del
cumulus y las CEO de origen bovino proporcionan peores resultados de
desarrollo que las de origen caprino.

El suero es uno de los compuestos más utilizados para suplementar los
medios de cultivo para embriones. El suero contiene proteínas séricas,
aminoácidos, carbohidratos, elementos traza, hormonas, factores de
crecimiento y factores indefinidos (Takagi y col., 1991). Su composición y
la concentración de sus componentes varían en función del animal donante
y el momento de su recogida, por lo que su adición al medio de cultivo,
además de alterar la composición original del medio (Bavister, 1995), es
una fuente de variación muy importante (Ellington y col., 1990c). Para
Pinyopummintr y Bavister (1991) cuando se utiliza un co-cultivo con
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células somáticas, se ha de añadir suero al medio para aumentar
significativamente la proporción de blastocistos obtenida, ya que,
posiblemente, el medio de cultivo sin suero no es suficiente para mantener
la actividad normal de las células oviductales y, por lo tanto, impide su
efecto beneficioso. El efecto positivo del suero sobre el desarrollo
embrionario también ha sido observado en otros estudios (Chen-Lu y Lu,
1990; Takagi y col., 1991; Pinyopummintr y Bavister, 1994; Salamone y
col., 1995). No obstante, otros investigadores no han observado este efecto
ni con medios sin células (Carolan y col., 1995; Eckert y Niemann, 1995),
ni con células (Lim y col., 1996a), ni en medios acondicionados (Mermillod
y col., 1992e, 1993b).

Los medios utilizados para el cultivo de los embriones forman un amplio
rango que va desde los medios con una formulación muy sencilla, formados
por sales inorgánicas y algunas fuentes energéticas y proteicas, hasta
medios muy complejos que contienen sales inorgánicas, aminoácidos,
vitaminas, substratos energéticos y otros componentes. Algunos de estos
ingredientes podrían ser innecesarios e, incluso, perjudiciales para la
división y desarrollo de los embriones preimplantacionales, como por
ejemplo algunas vitaminas y la glucosa (Takahashi y First 1992; Rorie y
col., 1994a). En algunos estudios realizados con embriones de rumiante en
co-cultivo con CEO, los medios simples, como el CZB (Ellington y col.,
1990b, 1990c; Ledda y col, 1992, 1994) o el SOF (Rorie y col., 1994a),
han proporcionado buenos resultados. Concretamente, Ellington y col.
(1990c) han obtenido mejores resultados al utilizar CZB que con un medio
mucho más complejo como es el Ham's FIO, y para Rorie y col. (1994a) el
medio SOF es más útil que el medio MI 99. Estos resultados discrepan con
los obtenidos por Wright y col. (1976) al comparar diversos medios, ya que
para ellos los medios SOF, M199 y Ham's FIO son igual de efectivos, o
por Vansteenbrugge y col. (1996) para los cuales los medios SOF y M199
proporcionan resultados similares de desarrollo. Parece ser que el medio de
cultivo, las condiciones de cultivo y el uso de distintos tipos celulares para
el co-cultivo están muy relacionados y el éxito del proceso depende de la
combinación utilizada (Fukui y col., 1991; Bavister, 1995).
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El uso de un medio acondicionado mediante células oviductales parece
promover el desarrollo de los embriones, ayudándolos a superar el bloqueo
de las 8-16 células y su avance hasta blastocisto (Eyestone y col., 1990,
1991; Boccart y col., 1991; Mermillod y col., 1993b), indicando que en
este tipo de medios están presentes algunos factores embriotróficos
sintetizados por las CEO. El uso de medio acondicionado presenta varías
ventajas sobre el co-cultivo, como son (a) la disminución del riesgo de
contaminación del cultivo, (b) la eliminación del efecto confuso de la
presencia de tejidos adicionales en los estudios sobre el metabolismo
embrionario y (c) la posibilidad de ser almacenado y que no sea necesario
prepararlo en cada experiencia, como sucede con el uso de los cultivos
celulares primarios (Eyestone y col., 1991; Bavister y col., 1992;
Mermillod y col., 1993b). No obstante, aunque para algunos autores la
presencia de estas células somáticas durante el cultivo de los embriones no
es necesaria, puesto que no observan diferencias en los resultados al utilizar
un co-cultivo o medio acondicionado (Eyestone y First, 1988, 1989;
McCaffrey y Screenan, 1991; Vergos y col., 1991; Mermillod y col.,
1992c; Cognie y col., 1994), otros han indicado que el contacto físico entre
el embrión y las células oviductales podría ser esencial para el desarrollo de
dichos embriones, ya que los embriones co-cultivados con estas células se
desarrollan en una mayor proporción que los cultivados con medio
acondicionado (Rexroad y Powell, 1988b; Bongso y col., 1990; Ellington y
col., 1990c; Boccart y col., 1991; Naqvi y col., 1992; Rieger y col., 1992,
1995; Trounson y col., 1994; Hernandez-Ledezma y col., 1995).

El bloqueo del desarrollo de los embriones en la fase de 8-16 células suele
ser considerado como un problema del cultivo in vitro. Una forma de
comprobar la validez del cultivo in vitro es compararlo con el cultivo en el
oviducto de una hembra receptora intermediaria. Los embriones de
rumiante han sido cultivados temporalmente en oviductos de oveja
(bovino: Eyestone y col., 1987; Fukui y col,, 1989; ovino: Czlonkowska y
col., 1991) y coneja (bovino: Lawson y col., 1972a; Aoyagi y col., 1988;
Fukui y col., 1989; Ellington y col., 1990a; Utsumi y col. 1991; ovino:
Lawson y col., 1972b; Crozet y col., 1987a).
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Se ha observado que los embriones caprinos se hallan entre los estadios de
8 y de 16 células a los 3 ó 4 días de la inseminación, momento en el que se
produce el paso de los embriones del oviducto al útero (Harper, 1982;
Sakkas y col., 1989). En el ovino, Lawson y col. (1972b) han observado
que la viabilidad de los embriones cultivados durante 3 días en el oviducto
de conejas es mayor que la de los cultivados durante 5 ó 7 días. Lo mismo
ha sido descrito por Polge y Rowson (1975) en el bovino, ya que el cultivo
durante más de 3 días en el oviducto de coneja disminuía la calidad y la
viabilidad de los embriones.

El objetivo de este trabajo fue comparar distintos sistemas de cultivo con el
propósito de determinar el más adecuado para cultivar in vitro embriones
procedentes de ovocitos de cabras prepúberes madurados y fecundados in
vitro. Para ello se estudió el efecto; (a) del tipo y origen de las células
somáticas utilizadas para el co-cultivo, comparando para ello células del
cumulus/granulosa y células del epitelio oviductal (CEO) de origen caprino
o bovino; (b) de la presencia de suero en el co-cultivo; (c) del tipo de
medio utilizado, comparándose dos medios relativamente simples (CZB y
SOF) con dos medios complejos (TCM199 y Ham's FIO); y (d) del medio
acondicionado por células oviductales caprinas. Además, (e) se comparó la
efectividad del cultivo in vitro para ayudar a los embriones a superar el
bloqueo del desarrollo en el cuarto ciclo celular con la del cultivo in vivo
en el oviducto de coneja durante 3 tiempos distintos (24h, 48h y 72h de
cultivo in vivo).

MATERIAL Y MÉTODOS

Obtención y maduración in vitro de ovocitos foliculares de cabras
prepúberes

La obtención de los ovocitos y su posterior maduración in vitro se realizó
tal como se indica en el apartado general de material y métodos.
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Capacitación espermática y fecundación de los ovocitos

En este grupo de experiencias se utilizó medio niDM con heparina para
capacitar a los espermatozoides y medio TALP con hipotaurina para la
fecundación, siguiendo la metodología descrita en el apartado general de
material y métodos.

Preparación de los distintos cultivos celulares

Los ovarios y oviductos de cabras prepúberes y vacas de ciclo estral
desconocido se obtuvieron en un matadero comercial y fiíeron
transportados hasta el laboratorio tal y como se especifica en el capítulo
general.

Ya en el laboratorio, las células del cumulus y de la granulosa caprinas
(CCc) se aislaron de las placas de petri utilizadas para el lavado de los
CCOs, mientras que las bovinas (CCb) fueron obtenidas mediante la
aspiración con una aguja de 21G conectada a una jeringa de 2 mi, de
aquellos folículos que presentaban menos signos de atresia.

La elaboración de los cultivos, tanto de células del cumulus como de
células del epitelio oviductal, se realizó siguiendo la metodología indicada
en el apartado general de material y métodos.

Preparación del medio de cultivo acondicionado mediante células del
epitelio oviductal

Tras la obtención de las células epiteliales de oviductos de cabras
prepúberes, éstas fiíeron incubadas en medio TCM199 con un 10% de
SCC. Transcurridas 24 horas, las células cultivadas fueron centrifugadas a
200 *g durante 10 minutos y el sedimento celular fije lavado en medio de
cultivo sin suero, resuspendido (0,25 mi de sedimento/10 mi de medio de
cultivo) y utilizado para acondicionar, durante 48 horas, medio
TCM199bicarbonaíe (Sigma, M-2154) al que se le había añadido 0,55
mg/ml piruvato sódico, 0,146 mg/ml L-glutamina, 3,5 mg/ml BSA y 0,05
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mg/ml gentamicina. Al finalizar este segundo periodo de incubación, la
suspensión tisular fue centrifugada (200*g durante 10 minutos) y el
sobrenadante foe esterilizado, mediante la filtración a través de un filtro de
membrana de porosidad 0.22 (am y almacenado a 4°C hasta el momento de
su utilización.

Cultivo in vitro de los embriones

En todas las experiencias el cultivo de los embriones duró 7 días y se llevó
a cabo en una atmósfera con un 5% CCh en aire y saturada de humedad a
38,5°C. Aproximadamente cada 48 horas se procedió al cambio de 50 ul
del medio de las gotas de cultivo por medio nuevo.

Experiencia 1

En esta experiencia se estudió el efecto de dos tipos celulares, células del
cumulus/granulosa y CEO, de dos especies distintas, caprina o bovina,
sobre el desarrollo embrionario.

Transcurridas 24 horas desde el inició de la fecundación, los ovocitos
fueron liberados de las células del cumulus y de los espermatozoides que se
encontraban adheridos a su superficie mediante una pipeta de pequeño
diámetro y colocados al azar en microgotas de medio de cultivo
suplementado con un 10% de SCC (a) sin células somáticas (M199+SCC)
o con uno de los siguientes co-cultivos celulares: (b) monocapa de células
del cumulus de cabras prepúberes (CCc+SCC), (c) monocapa de células
del cumulus bovinas (CCb+SCC), (d) agregados de células epiteliales de
oviductos de cabra prepúber (CEOc+SCC) o (e) agregados de células
oviductales bovinas (CEOb+SCC).

Experiencia 2

En este segundo estudio se intentó determinar el efecto de la presencia de
suero y/o células oviductales en el medio de cultivo sobre el desarrollo de
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los embriones. Para ello se realizó un diseño experimental del tipo factorial
2X2 con la presencia de células y la de suero como factores. Así, los
tratamientos utilizados fueron: (a) medio de cultivo sin suero ni células
(MI99), (b) medio de cultivo suplementado con un 10% SCC
(M199+SCC), (c) medio de cultivo con células oviductales de cabras
prepúberes (CEOc) y (d) medio con CEOc y un 10% SCC (CEOc+SCC).
A las 24 horas postinseminación los cigotos fueron transferidos al azar a
uno de estos 4 tratamientos.

Experiencia 3

Se utilizaron 4 medios de cultivo distintos para la preparación de las CEOc
y el posterior cultivo de los embriones. Concretamente, estos 4 medios
fueron: (a) TCM-l99bicarbonate + 0,55 mg/ml de piruvato sódico + 0,146
mg/ml L-glutamina + 3,5 mg/ml de BSA + 0,05 mg/ml de gentamicina, (b)
Fluido Oviductal Sintético modificado (mSOF) descrito por Tervit y col.
(1972) y modificado posteriormente por Takahashi y First (1992) y cuya
composición se muestra en la tabla 1, (c) medio Chatot-Ziomek-Bavister
(CZB) (Chatot y col., 1989) descrito también en la tabla 1, y (d) Ham's F-
10 (Sigma, N-6013) al que se le añadió piruvato sódico (0,55 mg/ml), L-
glutamina (0,146 mg/ml), BSA (3,5 mg/ml) y gentamicina (0,05 mg/ml).
Todos los medios fueron ajustados a un pH de 7,4, esterilizados mediante
la filtración a través de una membrana de porosidad 0,22 \im. Las gotas de
cultivo fueron preparadas, como mínimo, una hora antes de transferirles los
agregados de células oviductales y, durante este tiempo, permanecieron
equilibrándose en el incubador a 38,5°C en una atmósfera con un 5% CCh
en aire y saturada de humedad.

Experiencia 4

En estas experiencias, tras la fecundación los cigotos fueron cultivados en:
(a) medio TCM-199 sin células y sin acondicionar, (b) en medio de cultivo
con una suspensión de células del epitelio oviductal, o (c) en medio
acondicionado mediante células oviductales (MC) elaborado tal y como se
ha descrito anteriormente.
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Experiencia 5

A las 24 horas de la inseminación, los cigotos fueron depositados en
microgotas de medio M-199 con células del epitelio oviductal de cabras
prepúberes. A las 40-42 horas postinseminación, un grupo de embriones
permaneció en el co-cultivo hasta el 7° día, utilizándose como tratamiento
control, y el resto fueron transferidos a oviductos de coneja.

Para la transferencia se utilizaron 9 conejas adultas (> 5 meses de edad) de
raza Neozelandesa como hembras receptoras temporales. La inducción de
la ovulación y de la pseudogestación se realizó mediante la administración
por vía intravenosa de una dosis única de 50 UI de gonadotropina
coriónica humana (hCG, Physex-Leo®, Lab. Leo, Madrid) 20-24 horas
antes de la transferencia. Para la intervención quirúrgica, las conejas fueron
anestesiadas con una mezcla de 150 mg/Kg PV de clorhidrato de ketamina
(Imalgene®, Rhône Mérieux, Lyon, France) y 30 mg/Kg PV de clorhidrato
de tilazina (Rompun®, Bayer, Barcelona) administrada por via
intramuscular. El acceso a la cavidad abdominal se realizó mediante una
laparotomía ventral media. Tras el examen visual de los ovarios para
comprobar la existencia de estigmas foliculares que aseguren la condición
de pseudogestación de la coneja, se procedió a la transferencia de los
embriones a ambos oviductos. Los embriones fueron cargados con una
micropipeta en grupos de 10 a 30 embriones en un volumen aproximado de
20 uJ de medio de cultivo y depositados en la ampolla, aproximadamente a
1,5 cm del orificio abdominal. Al finalizar la transferencia se lavaron las
visceras con solución salina atemperada (25-50 ml) y finalmente se suturó
la herida por capas. Hasta la recuperación de los embriones se siguió una
antibioterapia sistémica mediante una solución de enrofloxacina al 2,5%
(Baytril®, Bayer AG, Leverkusen, Alemania).

La recuperación de los embriones se realizó tras 24 (3 conejas), 48 (3
conejas) ó 72 (3 conejas) horas de la transferencia. Tras sacrificar a las
conejas se procedió a la extracción de su aparato reproductor. Los
oviductos y cuernos uterinos fueron disecados y, tras seccionar la unión
uterotubárica, se lavaron por separado con 10-15 mi de medio
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TCM199/HEPES. Los embriones recuperados fueron evaluados y puestos
a cultivar en microgotas de medio de cultivo con células oviductales hasta
el día 8 postinseminación.

Tabla 1: Composición de los medios mSOF (Fluido oviductal sintético
modificado, Takahashi y First, 1992) y CZB (Chatot y col., 1989).

mSOF

NaCl
KC1
CaCl2.2H2O

MgCl2.6H2O
MgSO4.7H20

KH2PO4.H2O

Rojo fenol

Gentamicina

NaHCO3

EDTA

Lactato sódico

Piruvato

L-glutamina

BSA

sr/1

6,299
0,534

0,251
0,099

-

0,324

0,001
0,050

2,104
-

0,370

0,033
-

3

mM
107,7
7,2

1,7
0,5

1,2

25,1

3,3
0,3

CZB

er/1
4,769
0,360

0,249

-
0,294

0,322
-

0,050

2,110

0,041

3,508

0,029

0,146

5

mM
81,7
4,8
1,7

1,2
1,2

25,1

31,3

0,3
1,0

Valoración de los resultados

Tanto la recogida y procesamiento de las muestras de ovocitos y zigotos
como la evaluación del número de células de los embriones se llevó a cabo
siguiendo la metodología descrita en el apartado general de material y
métodos. El tratamiento estadístico de los resultados también fue el
descrito en el mismo apartado.
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RESULTADOS

Experiencia 1

Comportamiento de las células somáticas utilizadas para el co-cultivo

Los agregados de células del cumulus/granulosa, tras permanecer 48 horas en
las gotas de medio de cultivo, se habían adherido a la base de la placa y
formado una monocapa.

En el momento de la recogida, los fragmentos de epitelio oviductal formaban
láminas de distintos tamaños. Tras una noche de cultivo, muchas células,
aparentemente muertas, se habían desprendido del epitelio y habían precipitado,
mientras que las láminas epiteliales viables habían formado unas estructuras
parecidas a un gusano debido a su forma y al movimiento activo producido
por el bateo de los cilios de las células vivas. Durante los dos primeros días de
cultivo de las CEO en las microgotas de cultivo, los agregados celulares
empezaron a formar unas estructuras vesiculares, algunas de las cuales fueron
aumentando de tamaño hasta llegar a ser esféricas, mientras que otros
fragmentos tisulares y células aisladas se adhirieron a la placa y formaron una
monocapa. Transcurridos 9 días desde su recogida todavía se podían ver
estructuras vesiculares moviéndose por la gota de cultivo.

Maduración, fecundación y desarrollo embrionario

El porcentaje de maduración nuclear medio de todas las experiencias, tras 27
horas de MIV, fue de un 71,9% (64/89).

A las 17 horas de la inseminación (hpi), las tasas de penetración y de
fecundación normal fueron de un 42,7% (38/89) y un 29,2% (26/89),
respectivamente.

Los porcentajes de división a las 48 hpi, fueron similares en todos los sistemas
(Tabla 2), aunque el porcentaje de embriones que habían superado el estadio de
las 2 células sobre el total de embriones fue significativamente (p<0,05) inferior

174




