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INTRODUCCION

Para que la fecundaciónde los gametosmasculinoy femenino puedallevarse

a cabo,esnecesarioqueamboscompletenunaseriedeetapasprevias; el oocitodebe

estarmaduroy el espermatozoidecapacitado(Chang,1951; Áustin, 1951).

Los oocitos inmadurosde los mamíferosse encuentranen el interior del

folículo ovárico rodeadosde una masade células somáticasy mantenidosen un

estadodereposomeiótico(dictiato); esteestadoseevidenciapor la presenciadeun

núcleoprominentequerecibeel nombrede vesículagerminal. Esteestadode reposo

se mantienehastaquellega la oleadapreovulatoriade gonadotropinasqueprovocará

que, el oocito inicie su maduraciónnuclearmientrasqueel cúmulo celular que le

rodeasemucifica y se expande.Deestamanera,en el momentode la ovulación,el

oocito está rodeadode un cúmulo expandido a la vez que nuclearmenteha

progresadohasta llegar a la metafasede la segundadivisión mejótica, hecho

evidenciadopor la extrusióndelprimercorpúsculopolaral espacioperivitelino.Por

su paste,el espermatozoidedebecompletarlos procesosde capacitacióny reacción

acrosómica(consistentes,fundamentalmente,en alteracionesde la membranadel

espermatozoide),que le permiten liberar las enzimascontenidasen el acrosoma

(Yanagimachi,1988).

Estosprocesos-maduracióny capacitación-han sido muy estudiadoscon el

fin de intentar reproducirlosen condicionesiii vitro (Chang, 1951; Austin, 1951;

Edwars, 1965). De esta manera,mediante la utilización de estas técnicasen la

especie bovina, se han conseguidonacimientosde ternerosprocedentesde la

fecundación¡pi vitro de oocitosmaduradosin vivo (Brackette: al., 1982) e in vitro

(Critsere: aL, 1986; Gatoe: aL, 1988).

Todo sistemade fecundaciónin vitro (FIV) requierela maduraciónde los

oocitos, de cuyo éxito dependeel de la fecundación(First y Parrish, 1987). Los
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oocitosinmadurosbovinospuedenmadurarci un cultivo in vila> bajo condiciones

adecuadas,pero, es cierto que, todavía, existen mecanismosno aclaradosen la

maduraciónde los oocitosquepermitenque,los quehan maduradoin vivo, puedan

fecundarsemejor quelos quelo hanhechoin vitro (Leibfried-Rutledgee: aL, 1986).

Estoesdebido,probablemente,a la existenciade factoreshormonaleso foliculares

intraováricosqueno son aliadidosa los mediosy que intervienendecisivamenteen

la maduracióncompletadel oocito.

A lo largodelos afios, sehanestudimklos factoresquefavorecenel proceso

de la maduración iii vitro; en este sentido, los medios de maduración se han

suplementadocon hormonaso compuestosséricos.Las primerasseutilizan debido

a quelas gonadotropinas(FSH y LH) y algunashormonasesteroides(estradiol 178)

tienen un papel fundamentalen el desarrollodel folículo y en la maduracióndel

oocito, habiéndoseempleadopor multitud dc autores(Raey Foote, 1975; Moor y

Trounson, 1977; Fukui e: aL, 1982; RaIl a al., 1983, etc.). La suplementación

séricatambiénseha empleadode unamanenrutinariaen los mediosde maduración

iii vftro, con objetode ofreceruna fuenteproteicay energéticaal oocitodurantela

maduración(Leibfried y First, 1979).El suerofetal bovino ha sidoel másutilizado

aunque,Sanbuisshoy Threlfall indicaronci 1989 que, la utilización de suero de

vaca en estro, en los mismos medios, aumentabalas cifras de maduracióny la

capacidadde fecundaciónde los oocitos.

Aparte de estos compuestos,se ha descrito que, en el proceso de la

maduración de los oocitos, ademásde las hormonas, influyen multitud de

compuestosintraováricosquetambiénejercenun controlsobrela maduración.Entre

estassustancias,seencuentranlos factoresdecrecimiento(Hammondeí al., 1985),

que han demostradosu participaciónen la regulaciónde muchasde las funciones

ováricas (Carsona al., 1989; Hill, 1989). En concreto, el factor de crecimiento

epidérmico(EGF),participaen las funcionesdeproliferacióny diferenciaciónde las

célulasde la granulosamientrasqueel factordecrecimientosimilara la insulinadel

tipo 1 (IGF-l), secomportacomoun agentemitogénicomuy potenteen lasmismas

células. Las accionesde estosfactoresse realizan mediantereceptoreslocalizados
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en lasmembranascelulares(Vlodaskyel al., 1978)y porun sistemade mensajeros

celulares(Hill 1989).

Duranteestosúltimos aflos, numerososestudiosseflalanquelos factoresde

crecimientoparticipanen el control meiótico del oocito. En estesentido,Dekel y

Serizly (1985),Feng er aL (1988) y Downs (1989) demostraronla capacidadde

algunosdeestosfactoresparareactivarla meiosisde oocitosderata y rata y, de

estamanera,conseguirla maduraciónin vitm de los mismos.

El objetivo de nuestroestudioesexaminarel posiblepapeljugadoporestos

factoresde crecimientoen los sistemasde maduracióniii vta> de oocitosbovinos,

yaque, sehademostradosu participaciónen lasúltimasfasesdeldesarrollofolicular

en condicionesin vivo (Tonetta y DiZerega, 1986) y también in vdro (Dekel y

Serizly, 1985).Además,tambiénsepretendeaveriguarsi la acciónde estosfáctores

de crecimientoseefectúao sefavorecepor la presenciao no delcúmulocelularque

rodeaal oocito.

De esta manera,en nuestrotrabajose intentaanalizar la posibleactuación

queestoscompuestostienen,por sí mismosy suplementadosconsueros,en medios

de maduración sin ningunasuplementaciónhormonalexógenasobre los siguientes

aspectos:a) la expansióndel cúmulo celular durantela maduraciónti viti-o de los

oocitos, ya que, esta es una de las referenciasque pueden indicar el grado de

maduraciónalcanzadopor el oocito; 2) en la maduraciónin virro, mediantetécnicas

de fijación y tinción que permiten valorar el estadio meiótico alcanzadoy,

finalmente,3) en la fecundaciónin vitro, paracomprobarsi, los oocitos,madurados

con ayudade estos factoresde crecimiento,puedenfecundarsecorrectamentecon

espermatozoidescapacitadosin vitro.

Los resultadosobtenidosde todasestasexperimentacionespermitiránayudar

al esclarecimientode algunasde las funcionesfisiológicasquetienenestosfactores

de crecimiento,en lo relativoa la maduracióny fecundacióny, dequémaneny por

quémedios,efectúansu acciónsobreel oocito.
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1.- MADURACION DE OOCITOS.

1.1. OOGENESIS Y FOLICULOGENESIS.

1.1.1.-Cronología.

El ovario fue reconocidoya comounaentidadanatómicaindependientepor

Herófilo de Alejandria(300A d C) y descritocon detallepor SoranodeEfeso(50

D d C); sin embargo,el oocito de los mamíferosno pudo ser identificadohastael

sigloXIX (Von Baer 1827).Anteriormente,De Graaf(1670),señalóacertadamente,

que los oocitosproveníandel ovario, aunquese equivocóal considerarque todo el

folículo (folículo de Graaf> era el gametofemenino. En el año 1825 Von Baer

describela relaciónanatómicaexistenteentreel folículo y el oocito en mamíferos.

Waldeyer (1870),fueel primer investigadoren plantearque las hembrasde los

mamíferosposeíanuna cantidadfinita de oocitos, que es única para toda su vida

reproductiva.Zuckermannel aL demostraron,en la décadade los años 1950, la

exactitud de esa teoria. Goette(1875) y Nussbaum(1880), reconocieronque las

células primordiales germinales,destinadasa constituir los futuros oocitos, se

forman de células indiferenciadasy se disponenen cordonessexualesen la vida

intrauterina. A principios del siglo XX se avanzó considerablementeen el

conocimientode las funcionesdel ovario y, además,seestablecieron,y conocieron

másprofundamente,lasrelacionesentree] oocitoy el desarrollofolicular (Brambelí,

1927; Pincus, 1936). En estaépoca,Pincusy Enzmann(1935), fueronlos pioneros

en compararel comportamientodelos oocitosin vivo e in vitro. Finalmente,sellega

a las décadasde los años 1960 y 1970, caracterizadaspor la gran cantidad de

trabajosqueestudianel metabolismoy los requerimientosbioquímicosdel cultivo

in viti-o de oocitos en diversasespeciesanimales(Edwards, 1965; Brinster, 1967;

Biggers, 1971; Donahue,1972; Channingy Tsafriri, 1977; Thibault et al., 1977;

todos estosautoreshan sido revisadospor Wassarman,1988).
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1.1.2.-Oogénesis.

El númerode gametosqueposeenlas hembrasdomésticasestáfijado desde

el mismo momentode su nacimiento,y serán,durantetodala vida del animal, los

únicos capacesde ser fecundados(Zuckermann, 1962). En la vida embrionaria

comienzala cogénesiso formacióndel gametofemenino.A partir de unascélulas

indiferencimiasseproducenlascélulasgermina¡esprimordiales (Eddye: aL, 1981;

Byskov, 1982). Estas,por migración,llegarána la crestagenital,dondese formará

la futura gónada (Gondos, 1978). Las celulas primordiales se multiplican

mitóticamentey unapartede éstassediferenciarány formaránlas oogonias,células

basea partir de las que se formaráel oocito o gametofemenino.

La gametogénesiscomienzaen la vida intrauterina,entendiendocomotal el

procesoque permitirá a una célula llegar a ser el gametofemenino, con plena

capacidadde ser fecundado(Raker, 1982; Ryskov, 1982).En la gametogénesises

necesanoun procesode reducción cromosómica(ya que la oogonia tiene una

dotacióncromosómica2n y el oocito la tiene n) y un procesode crecimientodel

propio oocito, al incorporar sustanciasnutritivas necesariaspara mantenerlos

estadiosiniciales del desarrolloembrionario.El procesode reduccióncromosómica

sedenominameiosis y es imprescindiblepara que el oocito puedaser fecundado

correctamente.

Lascogoniasentranen meiosisen la vida intrauterina(Franchie: al., 1962),

conviniéndoseen oocitosprimarios,a causade la acciónde unasustanciainductora

de la meiosisprovenientede las célulasembrionarias(Baker y Franchi, 1967).La

meiosissedetendráen dos momentosespecíficos:alrededordel nacimientoy en la

ovulación y sólo secompletarátotalmenteal producirsela fecundacióndel oocito.

El procesomeiótico constade dos divisionesdenominadasmeiosis1 y II, divididas

cadaunaasu vez en cuatrofases:Profase,Metafase,Anafasey Telofase,indicando

con los términos1 y II su correspondenciaa unau otra división.

La meiosis 1 se inicia con la Profase1 y comienzaantes del nacimiento

(Zuckermann,1962; Byskov, 1982). La oogoniaentraen estafasequea su vez se
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subdivideen otras(leptotene,zigotene,paquitene,diplotene,dictioteneydiacinesis),

caracterizadaspor amplios cambiosdel material cromosómico(recombinaciones,

sobrecruzamientosetc.). El hechomásimportantede la Profase1 es, queal llegar

al estadiode dictiotene, o dictiato, el oocito detienetanto la meiosis como su

crecimiento,hecho que coincide, generalmente,con el momentodel nacimiento

(Baker y Franchi, 1967).El estadiode dictiotenesecaracterizapor la presenciade

un núcleoprominentequerecibeel nombrede vesículagerminal(GV) (Franchia

aL, 1962). (Véaseel Esquema1).

QOGENESIS EN LA VACA
Fecundación

0 4045
Días

Comlen2o Meiosis

80 110 130

Nacimiento

280

II
— — >g•1

.Pausa Melotica

Atresla y Degeneración

e
L~t.nflne Zigocene Paqufltne ~lots GV.

Profase Meiosis
1

u

•0

o>
m
14

C.

Metafase ¡ Anafase ¡

NUWt1

¡ M-l A-I

Activación Meiosis

Teltase U Mettasel

T-l M-II

antes de Ovulación

Esquema 1. Oogénesis en la vn.

Diversosautoreshan sugeridoquela detencióndel oocitoen dictiato sedebe

a varios factores: contactocon las células que rodeanal oocito (Olmo y Smith,

1964), presenciade un factor quedetienela maduración(MPS) (Ryskov, 1982),

actuacióndecélulasgerminalesectópicasde lasglándulasadrenales(Zamboni,1970)

o, incluso, cambiosde laspropiedadesde la superficiedel oocito.

t
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De esta manera, el ovario de la hembra recién nacida presenta su

organogénesisterminada,conteniendomuchosoccitos, detenidosnuclearmenteen

la primera división de la meiosis (oocitosprimarios) y rodeadospor el estroma

epitelial ovárico formando folículos primordiales (Franchi el aL, 1962). Esta

cantidadde oocitos será la única fuente de gametosfemeninoscapacesde ser

fecundadosen toda la vida de la hembra(de200.000a 500.000),aunquede hecho

sólo unapequeñísimapartede ellos vayan realmentea ovular.

1.1.3.-Foliculogénesis.

El oocito primario se encuentrarodeadode una pequeñacapade células

epitelialesconstituyendoel folículo primordial. Por mecanismosno bienconocidos,

un pequeñonúmerode folículos primordialesseconviertenen folículosprimarios,

queconstandel oocitorodeadode una capade célulascuboidesque presentangran

actividad mitótica.

Thibault el al. (1987) sostienenque, en esteestadio,las célulasfoliculares

que rodeanel oocito no tienenefectode inhibición sobreel crecimientodel mismo

y, por lo tanto, a partir de entonces y favorecidaspor las gonadotropinas

hipofisarias, las mitosis de las células epiteliales que rodean el oocito y el

crecimiento del mismo, concurren paralelamente. Las células epiteliales se

multiplican y crecendisponiéndoseen varias capasconstituyendoel folículo 20 o

pre-antral. Las secreccionesde estascélulas producen mucopolisacíridos,por

influencias hormonales,que se dispondránalrededor del oocito formando una

membranallamadazonapelúcida(ZP).

Mientras todo esto ocurre, el núcleo del oocito sigue en reposo,pero la

actividad citoplásmica es intensa, cargándosede productosnutritivos, que son

suministradosa travésde las célulasquerodeanel oocito. Alrededordel folículo se

disponenunasestructurasdetejido conjuntivoqueseentrelazana mododebarrera,

constituyendolas tecas, que completaránsu formación en el siguienteestadio
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folicular. Las células foliculares respondenal estímulo de la FSH hipofisaria

secretandosustancias(metabolitos,hormonasesteroidesetc.),quesevanaacumular

en el folículo formandouna cavidadllamadaantro folicular, lo que coastituyeel

folículo antral (Zuckerniann,1962). En el momentoen que las célulasfoliculares

son capacesde responderal estímulo de la FSH, con síntesis hormonal, se

denominancélulasde la granulosa.

1.1.4.-Maduracióndel oocito.

La maduraciónde los oocitosde los mamíferoscomprendedospartes:i) un

primer periodo de crecimiento y u) un periodo final de preparaciónnuclear y

citoplásmica,requisito indispensableparaunafecundacióny desarrolloembrionario

normales.

El oocito crecido no tiene todavía la capacidadde secretarlas proteínas

necesariasparala reactivacióndela meiosis(Moorey Linter-Moore, 1974).Cuando

el folículo antral alcanzaun tamañodeterminado(diámetrosde 2 mm en el cerdo,

Motlik 1989; 1,8 mm en la vaca,Motlik y Fulka, 1986), terminael crecimientodel

oocito (145-150gm en vacay 120 pm en cerdo, Motlik y Fulka, 1986) y adquiere

la capacidaddereanudarla meiosis(estehechoesconocidocomo compeiencia”del

oocito).

La madumciónnuclear incluye la progresióndesdeel estadode dictiato

hastala metafasede la segundadivisión meiótica. La descargade LH, producida

pocas horas antesde la ovulación e inducida por el propio oocito, vía ARN-m,

(McGaughey, 1978; Hyttel e: al., 1986), activa de nuevo la meiosis, hecho

apreciablepor la desintegraciónde la vesículagerminal,sucediéndoselas distintas

fasesmeióticas,hastaque tras la extrusióndel primer corpúsculopolar, sevuelve

a detenerla meiosisen la metafasede la 2a división, coincidiendocon la ovulación.
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Lamaduracióncitopidamicaincluye unasucesióndetransformacionesdelos

orgánulosdel oocito, fundamentalmentede mitocondrias(Thibault e: aL, 1987),

gránuloscorticales(Cran y Cheng, 1986) y retículo endoplásmicoliso y rugoso

(Hyttel e: al., 1986; Hyttel, 1988), todasellas necesarias,para el progresode la

maduracióny el bloqueo de la poliespermia. Thibault y Gerard (1973) también

señalanqueseproducenproteínasde nuevasíntesis,como elfactordelcrecimiento

del pronúcleomasculino (MPGF) y el factorpromotor de la maduración(MPF)

(Masui y Market, 1971).

Ademásde estosfenómenos,seproducetambiénla mucificacióny expansión

del cúmuloque rodeaal oocito (Deckel y Kraiser, 1978; Eppig el aL, 1983,)y una

pérdidadel númerode las unionesintercelulares,entrelas célulasgranulosasy entre

éstasy el oocito (gap-junctions),lo que origina una interrupciónen el transporte

jónico entrecúmulo y oocito (Thibaultet al., 1987; Hyttel, 1988).

Se han propuestovarias sustanciasque inhiben la maduración,como el

inhibidor de la maduraciónde los oociíos (OMI) (Tsafriri y Channing, 1975), el

AMP-cíclico (Deckel y Beers, 1978), el factorde las célulasde la granulosa(GCF)

(Sato y Koide, 1984),el GMP-cíclico, fosfatidil-serina,etc.

Los cambiosen el oocito y en el folículo preovulatoriossonprobablemente

iniciadospor el picode la hormonaluteotropa(LH) (Moor y Warnes, 1979).En la

vaca,laovulaciónocurreunas24 horasdespuésdel picode la LH (Dielemane:al.,

1983) y en esteperiodode tiempoel oocito bovino completasu maduración,tanto

nuclearcomocitoplásmica(Kruip e: aL, 1983; Hyttel e: aL, 1986, 1989).

Despuésde la ovulación,el oocitosaleal oviducto y estransportado,por las

celulas oviductales,hastael lugar de la fecundación,dondeesperarála llegadade

los espermatozoidesen el estadiode metafaseII. La meiosissólo sereanudarási se

producela fecundación,liberéndose,enesemomento,el 20 corpúsculopolar, como

señalde haberterminadocompletamentelas dos divisionesdel procesomeiótico,

como se indica en el siguienteesquema.
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Esquema 2. Descripciónmorfológicade los estadios meidticos durante la maduración de los occitos
bovinot.

Tiempo Estadio Descripción
Q~¡) mejótico morfológica

o Gv

6-10 GVBD

10-12 DIACINESIS

12-16 METAFASE 1

16-18 ANA-TELOFASE ¡

METAFASE II19-24

Núcleo intActo. Membrananuclearpresente.A vecesel
nucleolo. Cromatinaa vecescondensada.

Desaparición de la vesfcula (3erminal (Germinal Vesicle
Breakdown,GVBD>. Desintegracióndela membrana
nuclear. Visualizaciónde los primeros cromosomas
bivalentes.

Los cromosomas están condensados en el lugar del núcleo.

Los cromosomas se colocan ordenadamente en la zona
ecuatorialformando el huso acromático.

Los cromosomas se segregaciónhacialos polos del huso
acromático.

Cromosomas condensados en el segundo huso acromático y
presenciadel primer corpúsculopolar.

SegúnKruip eta)., (1983)y Hyttel era)., (1986).
*Tiempo en horastrasel pico de la LH.

1.2.- ORTENCION DE OOCITOS.

La obtencióndeoocitospuederealizarseen diferentesfasesde su maduración

y mediantediversossistemas,pudiendoagruparseen dos grandesapanados:

1.2.1.-Oodtospost-ovulatonos.

Son oocitos que han maduradoin vivo en el propio tracto genital de la

hembra.Se localizanen el oviductopoco despuésde la ovulación.

Normalmente,y con el fin de aumentarel númerode oocitos a recoger, se

sometea la hembraa tratamientosde superovulación.La obtención a partir del

oviducto de los oocitos seefectúamediantelaparotomiao tras el sacrificio de los

animales(Brackettet aL, 1982).

El intervalo entrela ovulacióny la recogidadel oocito es muy importante,
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ya que los oocitospermanecenfecundablesun cortoperiodode tiempode no m~s

de 10-12horas,pasadoel cualpuedensufrirdivisionesespontAneaspartenogenéticas.

1.2.2.-Oocitospre-ovulatorios.

Sonoocitosinmaduros.Hay dostiposde oocitospre-ovulatorios,losquecasi

han completadosu maduracióny les falta, por lo tanto, un cortoespaciode tiempo

paraterminarla mismay aquellosoocitosfolicularesqueson totalmenteinmaduros.

Los oocitospre-ovulatoriosseobtienenmediantela punciónde los folículos

ováricos. El grado de maduraciónde los oocitos recogidoses dependientedel

métodode recogidaempleado;

1.2.2.a.-Ooci:osolnenidospróximosalmomentode la ovulación.En

este caso,en el que los oocitoscasi han completadosu maduraciónen el propio

folículo ovárico, la técnicamásutilizada para obtenerloses la aspiraciónde los

folículos preovulatoriosen animales sometidosa tratamientosde superovulación

(Leibfried-Rutledgeet al., 1986). El accesoa los ovarios puedehacersetras el

sacrificio del animal o mediantelaparotomíain vivo (Greveet al., 1984)o incluso

con ayudade un laparoscópio(Sirard et al., 1985; Lamberte: aL, 1985). Estees

el métodoempleadodesdehaceañosen los programasde fecundaciónin vitro en la

especiehumana.

1 .2.2.b.- Oocitos inmaduros, también se pueden obtener por

laparoscopia(Stubbingset al., 1990) o de los ovariosde hembrassacrificadasen

matadero, que es la fuente más común de oocitos inmaduros. Por punción y

aspiraciónde folículosantralesde un determinadodiámetro,seobtienenlosoocitos,

que tras varios procedimientosde seleccióny lavadose introducenen mediosde

cultivo para su maduracióniii vitro. Empleandooocitosmadurados,fecundadosy

cultivados in vdro se han conseguidogestacionesa término en hembrasreceptoras

(vaca: Goto et aL, 1988; Pavloket aL, 1992; cerdoy oveja: Chenget aL, 1986).
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1.3.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MÁDIJRACION IN VITRO.

1.3.1.- OBTENCION DE OVARIOS Y OOCITOS.

I.3.1.a.-Obtención de los ovarios.

Seconsiguende vacassacrificadasen matadero.Todoslos autoresestánde

acuerdoen quesu obtencióndeberealizarseinmediatamentedespuésde la muerte

del animal, siendohabitualhacerlodentrode los 30 minutos siguientesal sacrificio

(Leibfried y First, 1979y 1987; Fukui y Sakuma,1980; Hyttel el al., 1987; Sirard

e: aL, 1987 y 1988; Gordon, 1990; Fukui 1990). La mayorpartedelos autoresno

tienenen cuentael ciclo estral del animal(Leibfried y First, 1980;Fukui y Sakuma,

1982; Xu e: aL, 1987;Fukui e: aL, 1987; Sirarde: aL, 1989y 1992). El transporte

se haceen solucionessalinas-tampóno fosfato-salinas(PBS)conantibióticos(Hyttel

e: aL, 1987;Sirard e: aL, 1989).Además,Moor y Crosby(1985) y First y Parrish

(1987), manifiestanla importanciade la temperaturade transpone,ya que por

debajode 300C estácomprometidala capacidadde maduraciónin vitro. Por otro

lado, el tiempo quetranscurre,desdela recogidade los ovarioshastael cultivo de

los oocitos,debe oscilarentre2 y 5 horas(Katskay Smorag,1984; First y Parrish,

1988), aunqueYang e: al. (1990), indican que despuésde ocho horas desdela

recogidade los ovarios todavíase puedeconseguirla maduraciónin vitro, siempre

y cuandolos ovarios se mantenganpor encimade 240C.

Por otro lado, la edadóptima del animal paraobteneroocitos,con vistasa

su maduraciónin vitro, no estábien determinada,ya que hay autoresque señalan

las mismasposibilidadesde maduraciónpara los oocitos provenientesde terneras,

novillas o vacasadultasdesde3 añosen adelante(Katskay Smorag, 1984). Sin

embargo, la mayoría de los autoresprefieren ovarios provenientesde novillas,

puestoque las posibilidadesde encontrarfolículos atrésicosy oocitosdegenerados

son significativamentemenoresque en vacasde másedad(Gordon, 1990).
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1.3.1.b.-Seleccidndel folículo.

SegúnMotlik y Fulka (1986), los folículos menoresde 2 mm de dilnietro

contienenun alto porcentajedeoocitosincompetenteso bienatrésicos,mientrasque

los mayoresde 10 mm presentanun mayor númerode oocitosdegenerados(Fukui

y Sakuma,1980). Por ello, la mayoríade los autoresseleccionanfolículosanuales,

de diámetroscomprendidosentre2 y 8 mm (Liehnianetal., 1986; Xii eta!., 1987;

Pavloveta!., 1992).

Por otro lado, Lonnergane: al? (1992) señalanque los folículos, con un

diámetrode entre2 y 6 mm, permitenunatasa de recuperaciónde oocitos(n0 de

oocitosobtenidos/n0de folículos aspirados)aptosparael cultivo mayor que en los

folículosde mayortamano.

Wurtb y Kruip (1992) señalanque los oocitos, procedentesde folículos

ligeramenteatrésicos,tienen una capacidadnormal paramadurarin vitro, siempre

queel cúmulo y el citoplasmano presentensignosclaros de degeneración.

1.3.1.c.-Obtenciónde los oocitos.

El método más común, para recogeroocitos folicularesinmaduros, es la

aspiracióndel contenidofolicular, mediantepunciónde los folículosseleccionados,

utilizandoparaello agujasestériles,de 18 a 21 6, conectadasajeringasestérilesde

10 ml (Iritani y Niwa, 1977; Xu y Greve, 1988). Otros autoreshan recogidolos

oocitosmediantela diseccióny subsiguienterupturadelos folículos intactos(Moor

y Trounson, 1977; Lu er al., 1987, 1988) aunquesegúnArlotto e: aL (1990) los

oocitos de folículos queno estánsituadosen la superficieovárica tienen menores

posibilidadesde madurarin viti-o.

El producto de la aspiración se introduce en un tubo cónico para que

sedimentenlos oocitos (Sirard e: al., 1988) o en placasPetri (Newcomba al.,
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1978) de dondese recogen.Posteriormente,se pasanvarias vecespor p¿nsde

lavado (Leibfried y First, 1980; Fukui y Sakuma, 1980; Xu e: al., 1987; Fukui,

1990) con objeto de eliminar elementosfoliculares, que impiden o dificultan la

maduración(liquido folicular, célulasde descamación,sangre,adherenciasetc.).

1.3.14.-Seleccióny clasificación de los oocitos.

El estudiode la morfologíadel oocito ofrecedatos sobresu capacidadde

iniciar la meiosis y, dado que no se pueden realizar técnicasinvasivas que

destruiríanla célula, debenestablecersecriterios,exclusivamentemorfológicos,para

seleccionarlos gametosque garanticenun buencomportamientoen su maduración

(Leibfried y First, 1979; Xu e: aL, 1986; Younis a aL, 1989; de Laos e: al?,

1992).

La selecciónse efectúasiguiendodos criterios:

1) aspectocitoplasmóticodel ooci¡o, que segúnTsafriri y Channing(1975)

y Leibried y First (1979), debe poseerun citoplasmagranuladofino y

uniforme, sin mostrarespacioperivitelino ni vacuolizaciones.

ji) aspectoy morfologíadel cúmulocelular que le rodea, del que Leibfried

y First(1979),Xu e: aL (1987)y DeLoos a aL (1992)afirmanqueno debe

encontrarseexpandido ni disperso sino compacto y sin aglutinaciones.

Laurincknic(1992)señalanque se produceunamayortasade maduraciónin

vitro cuandose seleccionanoocitosquepresentanlas células de la corona

radiadaclaramentediferenciadasdel resto del cúmulo celular que modeaal

oocito.

La clasificaciónde los oocitosparasu cultivo itt viti-o sebasaen el número

de capasdel cúmulo que le rodean.Así, Shioya et al. (1988) cIática los

oocitosobtenidosen tresgrupossegúnla compactacióndel cúmulo.Xu etaL

(1987) y de Laos es’ al. (1992), los clasificanen cuatrogrupos,dividiendo
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los oocitoscon cúmulo completoen dostipos, 1 y II, segúnla compactación

de sus capas.Finalmente,hay autoresquedividen los oocitoshastaen 6

grupos (Lonnergane: aL, 1991).

1.3.2.-METODOSDE CULTIVO IN VITRO.

1 .3.2.a.-Medios de cultivo.

Sehan formuladounagran cantidadde mediosde cultivo cuyacomposición

y finalidad esasegurarel mantenimientodelos requisitosmetabólicosy energéticos

queel oocito necesitapara su maduraciónfuera del folículo ovárico. De todos los

mediosutilizados,se puededestacarla utilización del M 199, HAM F-l0 y F-12

TALP, MEM, Medio de Waymouth,etc. Todosellosson formulacionescomplejas

de aminoácidos,sales orgánicase inorgánicas,vitaminas,nucleótidosetc., y se

utilizan en mayor o menormedida,para los procesosde maduración,fecundación

y cultivo in vitro por diversosequipos.Los mejoresresultadosen la maduraciónin

viti-o seobtenienenconla utilizaciónde los mediosM-199 (Rosey Bavister, 1992),

TALP (Leibfried-Rutledgees’ aL, 1987),HAM F-l0(Xu etaL, 1987) y RAM F-12

(Rose y Bavister, 1992) . La importanciadel medio de cultivo para la maduración

de los oocitos in viti-o es tal que, segúnalgunosautores,condicionael éxito de los

sistemasde fecundacióny el posteriordesarrolloitt vii’ro de los embriones(Rosey

Bavister, 1992).

1.3.2.b.-Modificacionesde los mediosde cultivo.

Los medios de maduración se suelen suplementarcon sustanciasque

favorecen la capacidaddel oocito para madurar itt vis’ro: sueros, sustratos

energéticos,hormonas,factoresde crecimientoetc. (Lasaccionesde los dosúltimos

gruposse describiránmásadelante).
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1.- Suero. El oocito necesitaun aporteexógenode nitrógenode origen

proteico,que no puedeformar por si mismo, por lo queel medio de cultivo se

suplementacon suerosanguíneo-SueroFetalBovino (SFB)y Suerode Vacaen Estro

(SVE), o con algunode sus derivadoscomola Albúmina SéricaBovina (BSA).

Aún cuandociertosautoreshanutilizadoBSA, en susmediosde maduración

(Fukui y Sakuma,1980),Leibfried-Rutledgees’ al. <1986) indicanque se obtienen

mejoresresultadosde maduraciónal usarel SFB, debidoa queel BSA no puede

soportarel gastoenergéticoquesuponela expansióndel cúmulocelular durantela

maduración.Eppig es’ aL (1983),señalanademásquela suplementacióndel medio

con suero estimula la producción de un factor citoplásmico que favorece la

maduracióny la fecundaciónde los oocitosmadurados,hechoqueno ocurrecuando

se adicionaBSA u otro factor queno seasuero.Los sueros,tanto el SFRcomoel

SVE, seinactivanantesde su utilización,a (560Cdurantemediahora)conel fin de

desnaturalizarlasproteínasdel complemento,yaque éstaspuedencausarreacciones

inmunesque impiden el desarrolloy crecimientonormal del oocito (New, 1966;

Leifried es’ aL, 1986).

En cuantoal Suerode Vaca en Estro, Sambuissoy Therfall (1989),indican

quela composiciónde estesuerocambiadebidoa las fluctuacionesendocrinasque

se producenen esteperiododel ciclo estral, modificándoselas concentracionesde

sustanciasque son transferidasal oocito; entreellaspodemosdestacaruna mayor

concentraciónde LH (Younis es’ aL, 1989). Por otro lado, los mismos autores

indicanqueel suerorecogidotras los primeros síntomasdel estro (dia20 del ciclo),

poseeunaspropiedadessuperiores,parala maduracióny fecundaciónitt vitro, que

el suerorecogidoen dias posterioresy Kruip (1988) tambiénseñalaque el suero

recogidoa las 8 horasdel inicio de los síntomassicosomáticosdel estroes el que

contribuyea quelos oocitosmadurenen mayor número.

Ciertos autoressostienenqueel uso de SVE no mejora sustancialmentela

maduraciónitt vitro con respectoal SFR, aunquesí influye notablementeen el

aumentode las tasasde fecundacióny desarrolloembrionario itt vitro (Fukui y
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Ohno, 1989); sin embargoXu e: al. (1987)y Schellanderes’ aL (1990),demuestran

queel SVE favorecenotablementela maduraciónin viti-o, utilizandoconcentraciones

del 20%, queademás,producenexpansióncompletadel cúmulocelular.PeroKim

es’ al. (1990), señalanque la concentracionmás efectiva, en los sistemasde

maduracióny fecundación itt vitro, es del 10% de SVE y/y en el medio de

maduración.

2.- Otras sustancias.El oocito, in vivo, utilizael piruvatoy el oxalatosádico

como compuestosenergéticos.Estos compuestosson transferidos,junto con otras

sustancias,atravésde las unionesintercelularesquele relacionancon lascélulasdel

cúmulo (Tsafriri y Channing, 1975: De Loos es’ aL, 1992). Al iniciarse la

maduraciónitt viti-o, fuerapor lo tantodel entornofolicular, se debensuministrar

en el medio de cultivo sustanciasquepermitan al cúmulo la formación de estos

complejosenergéticos(Eppig, 1982; Balí e: al., 1983).

Habitualmente,los medios se suplementancon piruvato sádico (Tsafriñ y

Channing, 1975; Sirard es’ al., 1988; Rose y Bavister, 1992), lactato sádico,

glutamina(Lu es’ al., 1987; Fukui, 1990),glucosay bicarbonatosádico(Younis es’

al., 1989). Además, Eng es’ al. (1986), señalanun doble efecto por partedel

bicarbonatosádico ya que por un lado mantieneniveles adecuadosde pH y, por

otro, favorecela síntesisde piruvato sádico en las células del cúmulo.

1.2.3.c.-Condicionesdel cultivo in vúm.

En un principio, los mediosde maduraciónsebasabanen solucionessalinas

simplesa las quese añadíandiversassustanciascon el objetivo de imitar, en todo

lo posible, las condicionesa las que el oocito estáexpuestoen el líquido folicular.

Por otro lado, en los sistemasde maduracióniii vitro, tambiénes necesario

controlarlas condicionesfisicoquímicasdel medio, fundamentalmenteen lo referente

a la temperatura,osmolaridad,pH, atmósferagaseosay duracióndel cultivo in viti-o:
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Respectoa la temperatura,Katska y Smorag (1985) indican que la

maduraciónde oocitos bovinos no se produce 5 0C por debajo de la

temperaturacorporal normal de la especie.Por otro lado, márgenesde

temperaturaentre37 y 410C, permitenla maduración¡a vi:ro de los oocitos

bovinos (Lenz es’ al., 1983), aunque la temperaturaóptima es de 3VC,

coincidiendocon la temperaturacorporalde la especie(Lenz es’ al., 1983;

Leibfried-Rutledgeeta!., 1987).

Lapresión osmóticaquepuedesoportarel oocito en los mediosde

maduración,ascUaentre 265 y 325 mOsM. La mayariade los mallos

utilizadostienenosmolaridadesde 285-295mOsM, aunqueSatoes’ al. (1977)

indicaron que los oocitosporcinosy bovinos podíanmadurar, incluso,con

valoresde 316-350mOsM.

Mantenerel pH del medio constantey a niveles fisiológicos es un

factor decisivo, ya quemuchossistemasenziméticosdel oocito bovino sólo

actúana pH muy limitado, inhibiéndosesu actividad por debajode pH 6,7

y por encima de pH 7,6. El pH se regula, en el medio de maduración,

graciasala concentraciónde CO
2 y de bicarbonatosádico.La variaciónde

pH soportable, en los medios de maduración,oscila entre 6,8 y 7,4,

estableciéndoseel pH óptimo en 7,2-7,4 <Shea es’ al., 1976; Sato et al.,

1977; Fukui y Sakuma, 1980; Leibfried-Rutledge es’ al., 1987).

Concentracionesde25 mM de bicarbonatosádicoaseguranel mantenimiento’

del pH, ademásde proveerun mejor sustratoenergético(Eng es’ aL, 1986),

aún cuandosepuedenutilizar, paraestemismo fin, otro tipo de sustancias

tampón, comolas salesde Hepes(Lu es’ aL, 1987).

La composiciónde la at,nosferrzgaseosautilizadaparala maduración

in viti-o se consideramuy importante,ya quejuega un papeldecisivoen el

control de varias funciones metabólicasy del pH intra y extracelular

(Bavister, 1987). Habitualmentese empleandos tipos de mezclasgaseosas:

5% de CO2 en el aire (Leibfried-Rutledgees’ al., 1987; Lu e: aL, 198’7;
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Fukui es’ aL, 1982; Wiemer e: aL, 1991) y 5% CO2, 5% % y 90% N2

(Younise:al?, 1989; Pavlove: aL, 1990), en amboscasos,conunahumedad

relativacercanaal 100%.Jones(1979), señalaque la presióndel C%, en el

líquido folicular bovino, se sitúa en valoresdel 5% y ademásindicaqueel

oocito necesitacondicionesanaerobias,para su crecimiento y desarrollo

normal. Como ya se ha dicho el CO2 es reguladordel pH junto con el

bicarbonato.Hay muy pocosestudiosqueindiquenlas ventajasde incluir en

el sistemade maduración una tensión de oxigeno determinada;es más,

Gwatkin y Haidri (1973) indican que concentracionesde 02 del 20%

producen la inhibición de la maduracióniii vllro del oocito de hamster,

mientrasque Tsafriri y Channing(1975) señalanque la presenciade altas

concentracionesde oxigenointerfierenlos procesosde maduraciónin vi:ro.

La dunzción del cultivo de maduracion,hastaalcanzarel estadiode

metafaseII, en oocitosbovinos, varía segúndistintosautores: 20-21 horas

(Jagielloes’ al., 1974; Fulka, 1981),20-24horas(Sussy Wuthrich, 1985),24-

28 horas(Xu e: aL, 1986) o incluso 31 horas(Edwards,1965). La mayoría

de los autoresestablecenun periodode cultivo de 24 a 27 horas,en el cual

considerancompletadala maduraciónin vitro (Fukui, 1990).

1.2.3.d.-Sistemasdecultivo iii vitro.

El gran númerode estudiossobrela maduraciónha dado lugar a diversas

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

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

realizarla maduración(placa,tubo etc),el modode colocacióndel mediodecultivo,

el númerode oocitospor volumen de medio y si el cultivo se realiza de manera

estáticao con un ligero movimiento.

Sugiees’ al. (1980) señalandos gruposde sistemasdecultivo: un cultivo en

el queno sepermiteel intercambiogaseosoconla atmósfera,medianteel uso de un

cierre herméticoy un segundotipo de cultivo que se realiza manteniendoun
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intercambio gaseosocontinuo. El primero no tiene interésya que no permiteel

intercambio gaseoso,necesariopara la maduraciónde los oocitos, mientrasque

dentrodel segundogrupose puedencitar dos tipos: los sistemasabiertoy cerrado.

El sistemaabiedo englobaaquellos recipientesen los que se coloca un

volumende medio de cultivo queestáen contactodirecto con la atmósferaquele

rodea. El medio sc coloca en placas Petri (Fukui, 1990), cámarasde cultivo

(Leibfried y First, 1980; Xu es’ aL, 1988), placasELISA (Farin y Yang, 1992) o

tubos de cristal (Fukui y Sakuma,1980). El inconvenientede estesistemaes que

presentaunagran superficiede evaporación,lo cualpuedeoriginar un aumentode

la osmolaridad,al elevarsela concentraciónde sodio.

El sistema cerrado consisteen recubrir el medio de cultivo con aceites

minerales,de tal maneraque seimpida la evaporacióndel mediopero sepermiteel

intercambiogaseosocon la atmósfera.El modo máscorrientede efectuarestetipo

de cultivo es el de las “microgotas” (Brinster, 1970). Consisteen colocar un

determinadonúmerode gotas,habitualmenteconun volumende 50 6 100 ¡tI, en una

placaPetriy recubrirías,posteriormente,con aceitede parafinao silicona. El agua

no se evaporafácilmente,pero algunode los componentesdel medio puede ser

soluble en aceite; por ello, hay que equilibrarlo, antes de iniciar el periodo de

cultivo (Whitten, 1971). El sistema de microgotas permite una identificación

individual de los oocitos, minimiza los riesgosde contaminacióny facilita el cultivo

independientede los oocitos y una observaciónde los mismos másfácil quecon

otros sistemas.

En cuantoal número de oocitos que puedencolocarseen el medio, los

autoresque utilizan el sistemaabierto ponenun númerode 20-30 oocitos/ml de

medio (Fukui, 1990; De [nos es’ al., 1992) mientrasque con el sistema de

microgotas,se colocande 5 a 10 oocitospor microgota(Shioyael al., 1988; Rose

y Bavister, 1992).

Diversosautoreshan indicadouna cierta ventajacuandosesometela placa
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de cultivo a una ligera oscilaciónconstanteduranteel periodode maduración.Este

movimientotienepor objeto favorecerla difusión de los componentesdel medio y,

sobre todo, de las hormonas(Musse, 1990; Pavloves’ al., 1992).

1.3.2.e.-Sustanciasfoliculares en la maduración

jis vitro.

Los oocitosde los mamíferospuedensufrir la maduraciónnuclearcuandose

aislandel folículo ováricoy son cultivadosiii vis’ro en condicionesadecuadas(Pincus

es’ al., 1935; Edwards,1965).Paraello, el oocito tienequeliberarsedela influencia

del líquido folicular y de las célulasde granulosaque, in vivo, le mantienenen la

pausameiótica, hastaque se produceel pico preovulatorio de la LH. De esta

manera,la adición de estoscomponentesfolicularesen los mediosde maduración

in viti-o, puede influir positiva o negativamenteen la maduracióndel oocito

(Wassarman,1988).

1.- Líquido folicular. Algunos autores(Chang,1955; Sreenanes’ al., 1970),

señalanquela adición de líquido folicular (LF), al medio de maduración,inhibe la

meiosisen oocitos de conejay vaca. Tsafriri y Channing (1975) describenuna

sustanciaproteica,de 2000 Da de pesomolecular,presenteen el LF porcino. Este

compuesto,denominadoOMI (inhibidor de la maduracióndel oocis’o) provocala

inhibición de la maduracióniii viti-o de los oocitos,aunqueesteefecto esreversible

si seañadeLH al medio.El OMI no esespecíficode especie,ya queLF de distintas

especiesinhiben la maduraciónde los oocitosde otrasy, además,actúasólamente

a través de las células del cúmulo (Tsafriri y Bar-Ami, 1982). Por otro lado, la

presenciay acción del OMI son muy discutidas, debido a la falta de una base

bioquímicaclaraquedemuestresu existencia(Leibfried y First, 1980). Además,se

ha demostradorecientementequela hipoxantinay adenosina,presentesen el LF, se

comportantambiéncomoinhibidoresdela maduracióniii vitro (Sirardel al., 1992).

Estudiosposterioresdemuestranquesólopequeñasfraccionesdel LF inhiben

realmentela maduraciónitt viti-o; estasfraccionespuedenpresentarproductosde
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bajopesomolecular(Tsafriri y Channing,1975),péptidospequeños(Satoy Koide,

1984) o nucícótidos(Downse: al?, 1989). Leibfried y First (1980) indican queel

LF filtrado y esterilizado provoca sólo una leve inhibición temporal en la

maduracióncuandoseañadeal medioen unaproporcióndel 50%y/y. Sirardy First

(1988) demuestranque hay una relacióndosis-respuestaal añadir LF al medio,

estableciéndoseuna inhibición patente de la maduración del occito con

concentracionessuperioresal 50% de LF y/y.

Sirardes’ al. (1992) señalanqueel efectoinhibidor, sobreel oocito, seejerce

por sustanciaspresentesen el propio LF y queesteefectose hacea travésde las

célulasdel cúmulo.

En general,existe una discrepanciasobreel papel inhibidor o estimulador

ejercidopor el LF. La adición de LF porcino dializado (mediantemembranasde

separaciónde 6000 a 8000 Da, de diámetro del poro) provocaun aumentodel

númerode oocitos maduradosy fecundadositt vitro, en estaespecieanimal (Naito

es’ al., 1988). Ello puedeserdebidoa varias causas,citando sáb dos, comolas más

importantes: a) que las técnicasde filtrado y esterilizadodel LF eliminan los

compuestosinhibidores (OMI u otros) y b) que las sustanciasinhibidorasde los

folículos de donde seextrae el LF, no presentenya ningunaactividad negativa,

sobrela maduraciónitt vis’ro.

Recientemente,Romeroes’ al. (1992) señalanqueel LF bovino obtenidodel

folículo dominantepresentauna sustanciaestimulantede la maduracióndel oocito,

con un p.m. de 100.000.

2.- Células degranulosa. Lascélulasde la granulosaseencarganitt vivode

mantenerla pausa meiótica del oocito (Dekel, 1989), hasta la llegada de los

cambios,en los nivelesendocrinos,que culminancon la ovulación.Sin embargo,

hay autoresquehan demostradoque la adición de ciertascantidadesde célulasde

la granulosa,al cultivo de maduracióniii vis’ro, ofreceefectospositivostanto sobre

la maduracióncomo sobre la fecundaciónitt vitro. Este efecto beneficiosose ha
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demostradoen variasespeciesanimales,comoen la cerda(Motlik y Fulka, 1986),

oveja (Staigmiller y Moar, 1989) y vaca(Critsereta!., 1986; Fukui, 1990).

Las célulasde la granulosaseobtienende folículos antrales,con un tamaño

comprendidoentre10 y 20 mm de diámetro(Fukui y Ono, 1989) y se cocultivan

con los oocitos a una determinadaconcentracion.Así, la mayoríade los autores

establecencantidadesde 1-7 millonesde células/mlde mediode maduración(Xu es’

aL, 1987; Lu e: aL, 1987; Siirard es’ aL, 1992). Sirard e: al. (1992) indican que

cocultivos,con un númerosuperiora 15 millones/ml de célulasgranulosasen el

medio,producenefectosinhibidoresen la maduración,debido,probablemente,a la

acumulaciónde un factor inhibidor, el GCF <factor de la célulasde gi-anulosa),

descritopor Sato y Koide (1984).

1.2.3.f.-Reguladoresde la maduraciónfrs vitro.

Las hormonasy el sistemadel AMPc, entre otros factores, participan

activamenteen el control de la maduracióndel oocito, tanto itt vivo como itt viti-o

(Channigy Tsafriri, 1977; Fukui y Ono, 1989; Eppig, 1989).

1.- Hormonas. En el folículo ováricoen crecimiento,se producencambios

regidospor la secreccióny actuaciónde las gonadotropinas,esteroides,factoresde

crecimiento y otras moléculas. Cadauna de ellas, individual o colectivamente,

actúanpara conseguirla correcta maduracióndel oocito. La suplementacióndel

medio de maduraciónde oocitos bovinos, con gonadotropinasy esteroides,ha

demostradotenerun efectopositivoen la maduraciónde los oocitosin viti-o en todas

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

J.a.- Gonadorropinas. La adición de gonadotropinasaumentalas tasasde

maduraciónen diversasespeciesanimales:hamster(Gwatkin y Andersen, 1976),

coneja(Thibault y Gerard, 1973),oveja (Moor y Trounson, 1977), cerda(Yoshida

es’ aL, 1992) y vaca(Thibaultes’ al., l97S~; Fukushimay Fukui, 1985; Zuelke es’ aL,

1989).
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La hormonaluteinizante(LH) ha demostradotenerefectospositivosen los

sistemasde maduraciónin vis’ro. Shalguies’ aL (1979) indican quela LH mejora la

maduracióncitoplásmicadel oocito; Zuelke y Brackett, (1990) señalanque la

presenciade Liii, en el medio de cultivo in vitro, provocauna mayor oxidación

mitocondrialde la glucosa,en los oocitosbovinos, lo cual favorecela maduración

de los mismos.

La hormonafolículo estimulante(FSH) tambiénha demostradoinducir la

maduraciónen oocitos de rata(Tsafriri, 1978), coneja(Thibault y Gérard,1973) y

vaca(Hensleigy Hunter, 1985; Sússe: al., 1988). Sin embargo,muchosautores

indicanquela FSHno esimprescindibleparala maduraciónnucleardel oocitopero

tieneinfluenciaen ]a expansióndel cúmulocelular (Satoet al?, 1978; Leibfried y

First, 1979; Fukui e: al., 1982). La combinaciónde FSH y LH tambiénpuede

estimularla expansióndel cúmulocelular y la maduraciónen oocitosbovinos(Suss

es’ aL, 1988). Sin embargo,Armstronge: al. (1991) señalanquela adiciónde una,

otra o ambas gonadotropinas,a los medios, llevan a cabo un efecto distinto,

dependiendodel estadode maduraciónde lascélulasdel cúmulo, yaque, segúneste

estado,las célulaspresentanun numeromayor o menorde receptorespara la LH o

para la FSH y, por lo tanto, respondende distinta manerasegún la hormona

empleadaen los medios.

La gonadotropinacoriónicahumana(hCG) seha utilizadoen los mediosde

maduraciónen lugar de la LH, ya quepresentaaccionessimilares a esta última

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

El mecanismo mediante el cual las gonadotropinasactúan sobre la

maduraciónno estáaún claro. Seha postuladoqueestaacción se lleva a cabopor

algunao algunasde estasdos vías: por señalesespecíficasque lleganal oocito por

medio de la expansióndel cúmuloo porqueestashormonasestánrelacionadascon

la activacióndel factorpromotorde la maduracion(MPF), tambiéna travésde las

célulasdel cúmulo (Motlik, 1989).
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).b.-Esferoides.Las accionesqueejercenestashormonasen el procesode

maduraciónin vitro no sonaúnbienconocidasdel todo,aunquese sabequeel pico

dela LH conducein vivo a un aumentodeestrógenos,en el folículo preovulatorio.

Sin embargo,cuandoseañadenesteroidesa un mediode maduraciónde oocitosbr

viti-o, algunosautoresno describencambiosimportantesen la maduraciónde oocitos

de vaca,rata y cerda(1’safriri, 1978; Lu y Gordon,1987; Gordon, 19%).

Los esteroidesmásutilizadosen los mediosde maduraciónson el estradiol

y la progesterona,describiéndoseque la adiciónde amboscompletala maduración

nucleary citoplásmica(Fukui el al., 1982).El estradiolporsísolopareceno afectar

a la maduraciónnuclear del oocito (Younis el al., 1989), pero sí influye en la

maduracióncitoplásmicay sobretodo en la fecundación.Por otro lado,la presencia

deesteesteroide,en el mediode maduración,seconsideraun factorimportantepara

la formación del pronúcleomasculino(Thibault el aL, 1975; Fukui e: al., 1982;

Thibault, 1987),aunquehayautoresque indican que una suplementaciónexclusiva

conestradiol,durantela maduración,puedeprovocaranormalidadescromosómicas

(Kruip el aL, 1983).

La progesteronademuestratener un efectoestimulanteen la maduraciónde

oocitosdeconeja, cuandoseañadealos mediosde cultivo (Bae y Foote,1975).Sin

embargo, sobre los occitos bovinos no se describe ningún efecto positivo

(Fukushimay Fukui, 1985). Otros esteroides(testosterona,androstenodiona,etc.)

han sido poco estudiadosy no han demostradoningún efectoapreciablesobrela

maduraciónin vis’ro, en las concentracionesy especiesestudiadas(Smith y Tenney,

1980).Por otro lado,Osborny Moor (1983)indicanqueparamejorarla maduración

en oocitosde oveja esprecisoun equlibrioen lasconcentracionesde las hormonas

esteroidesafiadidasal medio, sobretodo del estradioly la progesterona.

La variedadde los efectosdescritospor la adición exógenade hormonasen

los mediosde maduraciónde oocitosiii vitro es tangrandeque, incluso, hayautores

queseñalanque el tipo de acciónhormonaldependedel mediode cultivo empleado

(Fukui es’ al., 1982). En cualquiercaso, estosautoresseñalanque la acciónque
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ejercenlas hormonasesteroides,en la maduraciónha vftro en general,esdebidaa

modificacioneso incorporacionesde nuevasproteínasal oocito.

Por último, otros autores destacanincluso que cuando los medios de

maduraciónse suplementancon hormonas,éstasno tienen los efectosesperados

sobre la maduracióny la fecundacióne indican que la adición de SVE presenta

mejoresresultados(Gordon, 1990). Probablemente,esto seadebidoa que, en este

suero,las hormonassepresentanaconcentracionessimilaresa las fisiológicas,cosa

queno ocurreal añadirlasexógenamenteen los sistemasde maduraciónha viti-o (Lu

y Gordon 1987; Lu es’ al., 1987; Gordon, 1990; Schellanderes’ al., 1990).

J.c.- Otras hormonas. Ademásde las hormonascitadasanteriormente,la

hormona liberadorade gonadotropinas(GnRH) y sus agonistashan demostrado

estimularla maduracióndeoocitosen rata(Hillensjo y Maire, 1980). Por otro lado,

estudiosrecientesindican que la hormona estimulantedel tiroides (TSH) puede

influir en la posibleregulaciónde la maduración,ya que su adición a medios de

maduraciónin vitro aumentala expansióndel cúmuloy la tasade maduraciónen

oocitosbovinos (Younis y Brackett, 1992).

La prolactina(PRL) se añadea los medios de maduraciónde oocitosde

algunasespecies:oveja (Vázquezes’ al., 1990) y cerda (Illera, 1992). Sin embargo,

sobre el oocito vacunono presenta,hastael momento, ningún efecto ni en la

maduración,ni en la fecundaciónitt vitro (Saeki es’ al., 1990; Younis y Brackett,

1992).

2.- SistemaAMPe. Desdehacealgunosaños,se admitequeel sistemaque

regula los niveles de adenosínmono fosfato cíclico (AMPc), en el interior del

oocito,es el encargadode mantenersu núcleoen reposomeiótico (GV). Estoesasí,

al menosen animalesde laboratorio(Downs es’ aL, 1989) y pareceque el AMPc

juegael mismo papel, aunqueno de maneraexclusiva,en otrasespecies(Moor y

Gandolfl, 1987; Sirard es’ al., 1990). En este mecanismode regulaciónparecen

actuarvarios f~ctorescuyasaccionessedescribenseguidamente.
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Hay dosenzimasqueactúanaumentadoa disminuyendolasconcentraciones

del AMPc. La adenilwo-ciclasaorigina unaelevaciónde los niveles del AMPc

intracelular,mientrasque lafosfodiess’ei-asa(PDE) actúadisminuyéndola.

Por lo tanto, cuando se añaden, al medio de maduración,agentesque

estimulanla actividadde la adenilato-ciclasao sustanciasque inhiben la acciónde

la PDE, aumentanlos niveles intracelularesde AMIPc en el oocito. Entre los

primeros,el foskolin (Sato y Koide, 1984) y entrelos segundos,la isobutilxantina

(Dekel y Beers, 1980; Sirarde: aL, 1990).

De la mismamanera,todos los análogosestructuralesdel AMPc, comoel

dibutiril AMPc (dbcAMP) o el 8-bromoAMPc tambiéninhiben la activaciónde la

meiosis(GVBD) (Sirard es’ al., 1992).

El mecanismointrínsecodel procesode desactivacióny activaciónmeiótica

es la regulaciónejercida por una protein—quinasa(PKC), la cual fosforiliza una

proteínadesconocida.Estaproteínaes la encargadade mantenerla pausameiótica

(GV). Todo esteprocesodependede las concentracionesde AMPc. Cuandobajan

los niveles intracelularesde AMPc en el oocito tambiéndisminuyenlos de PKC, y

la proteínasedesfosforiliza, lo cual da como resultadola activación meióticadel

oocito (GVBD) (Bonslaegere:al., 1986). Parecelógicodecirquela disminuciónde

los niveles intracelularesde AMPc, en el oocito, es la señalde la reactivación

meiótica, tanto in vivo como in iñs’ro (Dekel y Beers, 1980).

Sanbuisshoel al. (1992) hablande la paradojaquesuponeel que la bajada

de las concentracionesdeAMPc inicienla meiosis,mientrasquelas gonadotropinas,

que se comportancomo estimuladoresde la producción de AMPc en el cúmulo

celular, también favorezcanla reentradaen meiosis. La explicaciónque dan estos

autores,a estaaparentecontradicción,es que los altosnivelesde AMPc, inducidos

por las gonadotropinas,rompen las unionesintercelularesen el cúmulo y con el

oocito y, en consecuencia,el flujo de AMPc se interrumpeactivándosela meiosis.
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Por otro lado, seha observado,en el oocitobovino y en el de oveja,quelas

altasconcentracionesde AMPc intracelularesno son las únicas encargadasde

mantenerla detenciónmeiótica. Los análogosdel AMLPc y los otros inhibidoresde

la meiosisanteriormentecitados,sólopuedeninhibir temporalmentela maduración

o bloquearía,en el estadiode Metafase1 (BalI e:aL, 1984; Moor y Gando]fI, 1987).

De hecho se ha descrito que, ademásdel AMPe, moléculas como la

hipoxantinay la adenosina,presentesen el liquido folicular de oocitosinmaduros,

ejercentambiénun efecto inhibidor sobre la activaciónde la meiosis del oocito

(Downs es’ al., 1985).Estaspurinastienenun efectoinhibidor débil sobrelos oocitos

de vacuno,al contrariode lo queocurre en los niurinos (Sirard y First, 1988).

E] mecanismoqueproducela inliibicion de la maduracionparecediferente

en rumiantesdel de otrasespecies,ya que aunqueel AMPc ejerce una influencia

importante,no es el único encargadode estafunción y son lascélulas del cúmulo

las encargadasde regularestos efectos(Moor y Gandolfl, 1987). Sustanciascomo

el OMI (Tsafriri y Channing,1975), GCF (Satoy Koide, 1984) o algunasustancia

similar al MIS puedeninhibir tambiénla maduración.Por todo ello, seaseguraque

sobre los oocitosbovinos hay múltiples factoresque se combinanpara mantenerla

detenciónmeiótica.

1.3.3.-DESCRIPCIONDEL OOCITO. CRITERIOS DE

MADURACION.

El oocito inmaduropresentauna morfología, definida y característica,que

sufrirá importantescambiosa lo largodel procesode maduración.Dichoscambios

morfológicossedemuestranutilizando técnicasde tinción por microscopiaópticao

electrónica(Edwards, 1965; Xu eí aL, 1986; Hyttel e; aL, 1986; de Loos es’ aL,

1992).

l.3.3.a.-Morfologíadeloodtoinmaduro. El oocito,aisladode su folículo,
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presentaun núcleogrande,situadoperiféricamente,rodeadodela membrananuclear

y con un nucleolo apenasvisible, en los oocitos bovinos(Hyttel a aL, 1986; dc

Laos eí al., 1992). Este estadonuclearse correspondecon el estadiode dictiato

meiótico (GV>.

Los orgánuloscitoplásmicossedistribuyenpor todoel citoplasmadelacélula

y asílas mitocondriasselocalizanen la periferia, mientrasqueen posicióncentral

seencuentrangránuloscorticales,retículo endoplásmicorugoso(RiEr), aparatode

Golgi y vesículaslisosomales(Kruip es’ al., 1983).

El espacioperivitelino(EPV) no existeo esmuy pequeñoy la zonapelúcida

seencuentraatravesadapor las prolongacionesde las céJulasde la coronaiadiada,

constituyéndosecomounionesintercelulares(“gapjunctions’j. Estasunionesllegan

inclusohastael interiordel oocito y sirven como“puente” de unión entreéstey las

células del cúmulo que le rodean y, también entre ellas mismas. Estasvías de

comunicación celular puedenocupar hasta el 1 56 de la superficie total de la

membranaplasmáticadel oocito (Moor y Gandolfi, 1987).

El oocito inmaduropresentael cúmulo celular compactoe incluso dificulta

la visión del propio oocito (Leibiried y First, 1979).

1 .3.3.b.-Morfologia del oocito durantela maduración.El inicio de la

maduraciónestá marcadopor cambiosnuclearesy citoplásmícosqueocurren en

periodosde tiempodistintossegún, la especie.En oocitosbovinos,entrelas 3 y 6

horasdel comienzode la maduración,comienzanloscambiosen el núcleodel oocito

queculminan con la desapariciónde la membrananuclear (GVBD). Dc 12 a 16

horas,se llega al estadiode metafase1 (Xu es’ al., 1986) y de las 19 a las 24 horas

seproducela extrusióndel primer corpúsculopolar al EPV, llegandorápidamente

al estadiode metafaseII, dondesedetienenuclearmentela meiosis,en esperade que

ocurra la fecundación(Xu es’ aL, 1986; Hyttel es’ aL, 1986; Hyttel, 1988; Sirard,

1989).
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Los cambioscitoplásmicosa lo largo de esteperiodo se resumenen una

elevada actividad de síntesis proteica y una reordenaciónde los sistemasde

microtúbulos,debido a la intensaactividad cromosómica(Hyttel el a!., 1986).

Además, también existe un agrupamientode las mitocondrias y los gránulos

corticalesquecomienzana situarseperiféricamente(Ducibellae: a!., 1988).

Por lo querespectaa lasunionesintercelulares,comienzana retraersea las

3 horasde iniciadala maduración(Hyttel e: a!., 1987) y alas 18 horassóloquedan

restosde lasmismasen el EPV, quiena la vez queprogresala maduración,sehace

cadavez mayor(Xu es aL, 1986).

Entrelas 10 y 12 horas,del comienzode la maduración,el cúmuloquerodea

el oocito comienzasu expansión,queUegaa ser máximaa las 18 horasdel inicio

del cultivo (Hyttel es’ al., 1986). La expansiónsedebea la mucificaciónentrelas

células,por la presenciade ácido hialurónicoen la matriz intercelulary, también,

a la posiblepresenciade un factor desconocidoquefavorecela expansióny quese

transfieredesdeel mismo oocitohastael cúmulo (Buccionees’ al., 1990).

1.3.3.c.-Morfología del oocito maduro.Se caracterizapor la expansión

total del cúmulo celular y por la presenciadel primer corpúsculopolar en el EPV

(Leibfried y First, 1979; Xu e: al., 1986). A nivel nuclear, los cromosomas

presentanla configuraciónde metafaseII.

Los cambioscitoplásmicosno se completanhasta las 30 horas de haber

comenzadola maduración,aunquenuclearmentela maduraciónfinaliza a las 24

horas (Hyttel, 1988). Estos cambios citoplásmicos incluyen, sobre todo, dos

procesos:la colocaciónde los gránuloscorticalesa la periferia, situándosebajo la

membranaplasmática(Ducibella es’ al., 1988), y el agrupamientode mitocondrias

y REr en cisternasde gran tamaño(de Loos es’ al., 1992). En esta fasefinal de la

maduración,sigue existiendouna alta actividad de síntesis proteicacon el fin de

prepararal oocito, nuclear y citoplásmicamente,para la fecundación(Moor y

Gandolfx, 1987; de Loos e: aL, 1992).
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Estos fenómenoscronológicos,descritosen la maduraciónsecorresponden

tantoen los oocitos maduradositt vivo como iii vitro (Kruip es’ al., 1983; Ryttel,

1988). Las diferencias más notablesentreambostipos de maduración,estriban

fundanienta]mente en que los oocitos maduradosha vitro sufren por un lado, un

retrasoen la migraciónde los gránuloscorticalesa la periferia del oocito (Cran,

1989; Hyttel e: al., 1986) y por otro, presentanun mayornúmerodeprolongaciones

celulares,provenientesde las célulasde la coronaradiada,en el EPV (deLoos e:

aL, 1992).

Por lo tanto, los criteriosqueaseguranque ha ocurrido la maduración¡a

vitro puedenresumirseen:

1) Extrusión del primer corpúsculo polar y llegada al estadio de

metafaseII.

2) Expansión y mucificacióndel cúmulo celular.

3) Traslado de los gránulos corticales a la periferia del oocito

(Ducibella, 1988; Cran, 1989; Buccioneel aL, 1990).

4) Desapariciónde las unionesintercelulares(deLoos eí al., 1992).

Aunque estoscriterios de maduraciónson aceptadospor la mayoríade los

autores, todos ellos están de acuerdoen que e] mejor criterio de una correcta

maduraciónes comprobarla capacidaddel oocito para ser fecundadoy seguirsu

desarrolloembrionariode unamaneracompletamentenormal(Hyttel, 1988; Younis

es’ al., 1989; de Loos eí al., 1992).
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2.- FECUNDACION.

2.1.- TRANSPORTE DE LOS GAMETOS.

Cuandoseproducela ovulación in vivo, el oocito saledel folículo y caeen

las fimbrias del oviducto por dondese desplazahacia el lugar de fecundacióa,

gracias al movimiento ciliar de las células oviductalesy a las contracciones

perist~1ticasde la capamuscular(Blandauel aL, 1976). Por su parte, los gametos

masculinos,depositadosen la vagina, sedesplazantambiénpor el tracto genitalde

la hembrahaciael lugarde la fecundación.

2.1.1.-Trasportedelgametofemenino.Yangy Yanagimachi(1989)indican

queduranteel transportedeloocitoy mientrasesperael momentode la fecundación,

todavía sepuedenproducirmodificacionesen el citoplasma,en la zonapelúcida y

en el cúmulo celular. En el caso de la vaca, las capasexternasdel cúmulo

desaparecenprácticamentede 9 a 14 horasdespuésde la ovulación, aunquela vida

fértil del oocito todavíapuedadilatarsehasta10 horasmás (Thibault, 1966). Este

tiempo es extremadamentelargo comparadocon lo que ocurre en otras especies

animales(McLaren, 1980).

En cualquiercaso, el envejecimientodel oocito está relacionadocon la

disminución de la capacidadfecundante.Este envejecimientoconducea que se

produzcan anormalidadesen la fecundación (como la poliespermia) o a la

degeneraciónde] propiooocito (Yanagimachiy Chang, 1961; Hunter, 1980).

2.1..b.-Transportedelgametomasculino.Los espermatozoideseyaculados

y depositadosen la vaginaasciendenporel tractogenitalde la hembrahaciael lugar

de la fecundacióngraciasa las contraccionesmuscularesdel útero, inducidaspor la

cópula.El gran númerodeespermatozoides,liberadostrasla eyaculación,disminuye

a la vez quese seleccionanpor su pasoa travésdel tracto genital femenino. En la

vaca, la mayor selecciónocurrea nivel de la unión utero-tubal(McLaren, 1980).
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Duranteel pasopor el tractofemenino, los espermatozoidesse liberan del

plasmaseminalqueles acompañaen el momentode la eyaculación(Yanagimachi,

1988).

Harper (1988), señala que el tiempo de llegada hastael lugar de la

fecundaciónesmuy variable, y en concreto,los espermatozoidesdetorosepueden

encontraren dicholugarentrelos 2 y 13 minutos,trasel coito. Por otro lado,cierto

númerode espermatozoidesde toro y deotrasespeciesdetienensuprogresiófl enla

porción caudaldel Itsmodel oviducto, liberándosede maneragradualhaciael lugar

de la fecundación.De estamanera,el itsmo oviductal secomportaríacomouna

especiede reservorioespermático(Hunter y Wilmut, 1984).

El tiempo de supervivenciadel espermatozoideen el interior del tracto

femeninoes muy variable, proponiéndoseparael espermatozoidede toro unavida

fértil dehasta48 horas(Hafezes’ aL, 1980). Todoslos sistemasde transportede los

gametos,estáncontroladospor un gran númerode mecanismosfisiológicos,entre

los que destacanlos siguientes:

En primer lugar, las hormonasesteroides(en particularel estradiol

y la progesterona)juegan un papel importante sobre la contracción y

secrecciónoviductal, graciasa los receptoresque existenen el tejido del

oviducto paraestashormonas(revisadopor Harper, 1988).

En segundolugar, intervienenuna seriede sustanciascomociertas

catecolaminas(norepinefrmnay epinefrmna),prostaglandinas(PGF~y PCE),

ciertospéptidos(péptido intestinalvasoactivo),nucleótidoscíclicos(AMPc)

y neurotransmisores(GABA). Todasellas controlan,en parte, el transporte

de los gametosa travésdel oviducto (Harper, 1988).

Sin embargo,el espermatozoide,al contrariode lo queocurrecon el oocito,

necesitaaún unos procesosque le permitan fecundar el gameto femenino. El

conjunto de estosprocesosse denominacapacitaciónespermática.
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2.2.- CAPACITACION ESPERMATICA.

Despuésde abandonarlos testículos,los espermatozoidesde los mamíferos

sufrendosprocesosantesde lograr la penetracióndentrodel gametofemenino.Uno

está referido a los cambiosde maduraciónque sufre en el epidídimoy el otro a

modificacionesque se llevan a cabo en el tracto genital femenino. Todo ello se

conocegenéricamenteconel nombrede capacitación.

Austin (1951) indicaqueel espermatozoidedebesufrir algún proceso,antes

de penetraren la zonapelúcidadel oocito y queésteocurreen el tractogenital de

la hembra. Algunas semanasmás tarde, Chang (1951) publica una conclusión

idéntica. Por lo tanto, la capacitaciónconsiste,al menosen parte, en la retirada

gradualdel materialque recubrela región acrosómicadel espermatozoide.De esta

manera, se dejan libres los receptoresde los espermatozoidespara que puedan

interaccionarcon las sustanciasdel oviducto, las capasexternasdel cúmulocelular

o con los propios receptoresque poseela zonapelúcidadel oocito.

La capacitaciónconstade dosfases,una alteraciónespermáticainicial, a la

quesigueunafusióndela membranaacrosoma]externacon la membranaplasmática

del espermatozoide,denominadareacciónacrosómica(Yanagimachiy Usui, 1974;

Yanagímachi,1981).El fenómenode la capacitaciónestámuy extendidoen todo el

reino animal,aunquela reacciónacrosómicaes un patrimoniocasi exclusivode los

mamíferos(Yanagimachi, 1988). Todo este conjunto de procesosque sufre el

espermatozoidecomienzaen el oviducto, continúaa travésdel pasopor el cúmulo

celular y finaliza en la mismazonapelúcidadel oocito (Wassarman,1988).

Yanagimachi(1988) señalaque las sustanciasintegradasen la membrana

plasmáticadel espermatozoide,durantesu etapade maduraciónen el epidídimo,

impiden la capacitaciónespontánea.De la misma maneraparecenactuar ciertos

componentesdel plasmaseminal que acompañaal eyaculado.Algunos autores

denominana esteconjuntode sustanciascomo “factoresdecapacitantes”.De hecho,

durantela maduraciónepididímal,la morfologíaacrosomalcambia con respectoa
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lasetapasanteriores.A su vez,seincorporannuevasmacromoléculaso semodifican

las ya existentes;entreéstas,destacala integracióno modificacióndeglicoproteinas

acrosómicaspor parte de enzimaspresentesen el líquido epididimal, como la

galactosil-transferasa.

Bedford (1969) señalaque las regionesdel tracto genital femeninodifieren

en su potencial, paracapacitarel espermatozoide.Mientras que la capacitación

puedetenerlugar en el útero (Austin, 1951), seproducemásrápidamentecuando

sucedeen el oviducto(Bedford, 1969). Además,la capacitaciónespermáticavaria

según el estado endocrino de la hembra, ya que altos niveles de estrógenos

plasmáticosfavorecen la capacitación,mientrasqueelevadasconcentracionesde

progesteronala inhiben. De acuerdocon esto, Andersones’ al. (1992) señalanque

en el momentodel estro se produceen el oviducto unaproteínadesconocidaque

favorecela capacitacióndel espermatozoidebovino. Por otro lado, Herz es’ al.

(1985) señalanque el espermatozoidede toro sufre la reacciónacrosómicaen la

ampolla del oviducto ipsilateral del ovario que ha ovulado, en la mayoríade las

ocasiones,y que ademásseproduceen un momentocercanoo justo despuésde la

ovulación.

Aunquelos factoresqueinducenla capacitaciónen el tractogenital femenino

no son del todo conocidos,se sabe,desdehacetiempo, queno son específicosde

especie,aunquela duraciónmínima paraque sucedala capacitaciónsi que lo es,

permaneciendoconstantetanto in vivocomo in viíro. Ya que la vida útil o fértil de

ambos gametos es limitada, en el tracto genital femenino, parece ser que la

capacitaciónestá relacionadacon la ovulación. Bedford (1969) señalala posible

existenciade un factor que induce la reacciónacrosómica,procedentedel propio

oocito. Aunque los mecanismosprecisosde la capacitacióntadavía siguen sin

descubrirsecompletamente,se han postulado ciertas teorías de acuerdo a los

experimentosrealizadosen diversasespeciesanimales. Segúnéstos, los cambios

producidosen la membranadel espermatozoidedurantela capacitaciónincluyen

cambios en las propiedadesde las membranasespermáticas,aumentodel pH

acrosomal(de 7,4 a 7,8), alteracionesen la proporción entre el colesteroly los
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fosfolípidos, aumentode la permeabilidada los iones de calcio, interaccióncon

glicosaminoglicanosy, por último, la reacción acrosómica(Yanagimachi, 1988;

Fayrer-Hoskensy Caudle, 1991).

Reacciónacrosómica(RA>

.

In vivo el oocito pierdegran partede las célulasdel cúmulo, despuésde la

ovulación o en su recorrido por el oviducto (Crozet, 1984). Por lo tanto, el

espermatozoideal acercarseal oocitocontactaíntimamenteconlaspocascélulasdel

cúmulo quequedany con la superficiede la zonapelúcida. En este momentose

producela RA.

La RA consta, fundamentalmente,de una seriede puntos: fusión entre la

membranaplasmáticay la membranaacrosomalexterna, dispersiónde la matriz

acrosomaly exposiciónde la membranaacrosomalinterna,la cual seconstituyeen

unamembranade superficie (Hyttel es’ al., 1987). Yanagimachi(1988) indica que

la fusión de las membranasplasmáticay acrosomalexternaseproduceen diversos

puntos, formándoseunasvesículascon membranamixta que sedesprendende la

cabezaespermática.El resultadode estafusión de membranases la liberación del

contenidodel acrosoma,cuyacomposiciónenzimáticaes la siguiente:

Enzimaspresentesen el acrosoma(Yanagimachi,1988).

Hialuronidasa Arilawinidasa
Acrosina. fi-N-acetilhexosaminidasa
Proacrosina 8-Galactosidasa
Esterasas fi-Glucuronidasa
Neuroaminidasas L-Fucosidasa
Fosfatasas FosfolipasaC
FosfolipasaA Petidil-peptidasa
Arilsulfatasa Ornitina-decai-boxilasa
Colagenasa

La RA es un requisito indispensablepara que se pueda producir la
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penetracióndelespermatozoideen el interiordel oocito,ya queparaello senecesita

la liberaciónde las enzimasacrosomales(Talbot, 1985).

Bleil y Wassarman(1983) señalanque la zona pelúcida contiene unas

glicoproteinasdenominadas,genéricamente,ZP, de las quehastael momentose

hanaisladotres tipos: ZPi, ZP2 y ZP3, quesecomportancomoresponsablesde los

fenómenosde reconocimientoespermático.En concreto, la ZP3 es la molécula

responsableno sólo de la unión de la zona pelúcida del oocito con el

espermatozoide,sinode induciren éstela reacciónacrosómica(Wassarman,1988).

Estosmismosautoresindican quesólamentelos espermatozoidescon el acrosoma

intacto se unena la zonapelúcida.El mecanismopor el queseinducela RA no está

aclaradodel todo pero secreeque la unión espermatozoide-ZP3provocaunamayor

permeabilidadde la membranaplasmáticadel espermatozoideal calcio extracelular

(Wassarman,1988). Roldán eí aL (1992) aclaran, en parte, este mecanismo

indicando que la unión de la ZP3 con una proteína de la membranadel

espermatozoide(p95) activa unarespuestadel mismo, mediadapor proteínas-Gy

enzimastirosina-quinasas,quedesencadenanel procesode la RA.

Hay un númeroconsiderablede sustanciaspresentesen el oviducto, en el

momentode la ovulación,quepuedenfacilitar la RA de los espermatozoides.Así,

el líquido folicular y el cúmulo celular parecen estimular al espermatozoide

(Yanagimachi,1969; Gwatkin es’ al., 1972).

La RA, en la mayoríade las ocasiones,comienzaa producirsecuandoel

gametomasculinoseaproximaal cúmulo o a la zonapelúcida. Este sucesoindica

la existenciaprobablede factoresprocedentesdel cúmuloo del propio oocito que

estimulanla RA.

Aunque el mecanismoíntimo de la capacitacióny RA ha sido revisadopor

multitud deautores(Yanagimachi,1988; Wassarman,1988; Martínezes’ aL, 1989),

todavíaexistenpuntosdesconocidosen estosprocesos;por otro lado, no sepuede

asegurarque los mecanismosque favoreceno intervienenen la capacitaciónde los
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espermatozoidesin viíro seanlos mismosquein vivo. En cualquiercaso,aunquese

han señaladoen parte anteriormente,pareceque los procesosintrínsecosde la

capacitacióny RA son, de maneraesquemática,los siguientes:

-Aumentopor partedel espermatozoidede la permeabilidadal caldo

extracelular.

-Alteración de la estructuranormalde la membrana.

-Activación del sistemade la adenil-ciclasa.

-Liberaciónde lasenzimasacrosomales.

2.3.- FECLINDACION.

El espermatozoidealcanzala membranaplasmáticadel oocito, despuésde

atravesarlas células del cúmulo y la zona pelúcida. El pasode la membranase

realiza rápidamente,15-20 minutos, (Hyttel, 1988) y en él intervienen,tanto la

liberación de enzimas del acrosoma, como la gran motilidad que presentael

espermatozoidecapacitado-reaccionado(Yanagimachi,1988).

El contacto,entreambosgametos,comienzacuandollegael espermatozoide

a la membranadel oocito. En este momento, las microvellosidadesdel oocito

contactancon el segmentoecuatorialdel espermatozoide(Hyttel el al., 1988) y

comienzala penetraciónde éste.Cuandoun espermatozoideentra, se produce,por

un lado, la liberacióndel contenidode los gránuloscorticalesal espacioperivitelino,

paraevitar la polispermia(Cran, 1989) y por otro, la activaciónde la meiosisy la

extrusióndel 20 corpúscuLopolar (CP).

En cuantoal primerpunto,el momentode partida, parala liberación

del contenidode los gránuloscorticales, esla estimulación,de una proteína

<3, provocadapor el espermatozoide,situadaen la membranaplasmáticadel

oocito. Seguidamente,se ejerce una señal citoplásmaticapor medio de

mensajeroscelulares (diacil-glicerol e inositol-fosfato) que aumenta los

40



niveles de calcio. Este aumentodel calcio provocala estimulacidade la

protein-quinasaC, que actúa liberando el contenidode los GC al espacio

perivitelino (enzimasproteolíticas,glucoproteinasy ovoperoxidasaCran,

1989). El tiempo que tarda en completarseeste procesoesmuy variable,

desdeun mínimode 8 minutosen el hamster(Gwatkin es’ al., 1973)y hasta

2 ó 3 horasen la vaca(Hyttel, 1988; Véaseel esquema3).

(A’

(bj

(cl

(dI

PM DM SM Nf

Esquema3. Representaciónde la entradade la cabezadel espermatozoideen el

oocito bovino. (a) El espermatozoideya ha sufrido la RA y presentael núcleo (¡‘O,

membranaacrosomalexterna(OM), membranaacrosomalinterna(IM) y la membran

plasmática(PM). Lasmicrovellosidadesdeloccitocontactanconel segmentoecuatorial

del espermatozoide.Los gránulos corticales(OC) estan situados bajo la menbram

plasmáticadel occito. (b) Fusión de membranasentreel segmentoecuatorialy las

microvellosidades.(e)La zonade fusiónseextiendeportodala parteecuatorialy pod-

acrosomal.La liberación del contenidode los OC a] espacioperivitelino ya se ha

iniciado. <d) La cabezaeseermáticaya ha penetradoy se encuentrarodeadade la

membranaacrosomalinterna minetras que el segmentoecuatorialse quedaen la

membranadel oocito. (De Hyttel aal, 1989).
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En el mecanismoqueimpide la polispermiataimbienintervienenactivamente

las ZP. En concreto, ademásde otras acciones,ciertas enzimasde los gránulos

corticalesinactivan,en la zonapelúcida, las funcionesde las ZP2 y ZP3, con lo que

los espermatozoidesno pueden fijarse a la misma ni sufrir la RA (Bleil y

Wassarman,1983; Wassarman,1988).

Sobreel se2undopunto, en algunasespeciesel 20 CP esliberado

inmediatamenteantes de la entradadel gametomasculino. En el ganado

bovino la extrusióncompletadel 20 CP seproduceunas4 horasdespuésde

la entradadel espermatozoide(Hyttel, 1988, Hyttel es’ al., 1989).

En todos los mamíferos, los componentescelularesdel espermatozoide

(membranaacrosomal,materialperinuclear,mitondriasdel tractointermedio,etc.)

se incorporanal citoplasmadel oocito. La cabezadel espermatozoidecomienzaa

descondensarse,por la acciónde ciertosfactores formadosdurantela maduración

citoplásmicadel oocito (Thibault, 1978), sobretodo, a los nivelesintracelularesde

glutatión (Yoshidaet al., 1992).

La cabezaespermáticadecondensaday los cromosomasfemeninosserodean

de una membrananuclear, procedente del retículo endoplásmico del oocito,

constituyéndoselos pronúcleos(PN) masculinoy femenino (Yanagimachi,1988).

Estas etapasestáncaracterizadaspor la síntesis de ADN. Los PN aumentande

tamañosincrónicamente,en pocashoras.En la especiebovina,el PN seforma muy

poco tiempoantesqueel femenino,por lo que algunosautoresseñalanquepor ello

el PN masculinotiene un tamañomayor que el femenino(McL.aren, ¡980).

A las pocashoras,los PN seencuentranen el centrodel oocito, sedisuelven

las membranaspronuclearesy los cromosomasadoptan la configuración de la

profasemitótica (Hunter, 1974; Hyttel, 1988).

Yanagimachi(1988) indicaquedespuésde la sincariosis(unión del material

genéticomasculinoy femenino),en la metafasemitótica, secompletala fecundación
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y comienzael desarroloembrionano.

ESQUEMA 3. Cronología

Horas tras la fusión de
los gametos.

o

de ¡a interacción eocito-espennatozoideen 1. fecundaciónbovina.t

Cambiosnucleares Cambioscitoplasanáticos

Fusiónde los gametos
TelofaseII del occito.

Comienza la formación del 2 CP.

Localizaciónperiféricadel
espermatozoide.
Descondensaciónde la cabezadel
esperm.
Comienzana formarsela

membranade los PH.
Extrusión del 20 CP

Se completala envolturade los

PN
PN esféricosy grandes

Migración de los PH haciael
centrodel occito
Pérdidadel tractointermediodel
espermat.

Ondulaciónde las membranasde
los PN.
PN casi fusionados

Desapariciónde lasmembranas
nuclearesy fusión de los PH.
Sincariosis.

Profasemitótica.
Citocinesis.
Estadiode 2 células.

Liberación del contenido de los
Gránuloscorticales
Aumentodel n de Ap. de Oolgi.

Aumentodel n de REr.
Emigracióndel REr hacialos PH.

Agrupamientode REr alrededorde

los PN

Agrupamientodel Ap. de Oolgi
alrededordel núcleo,

Reordenaciónde los microtúbulos
y del Ap. de Oolgi.

* SegúnCrozet, (1984); Hyttel, (1988); Hyttel el aL, (1989).

2.4.- FECUNDACION IN VITRO.

El primer terneroprocedentede fecundaciónin vitro (FIV) nacióen el año

1981 (Brackett es’ aL, 1982). Años antes,Chang(1959),consiguióel primer éxito

de esta tecnologíaal obteneruna camadade conejostras la FIV y transferencia

embrionariaposterior.

2-3
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6-7

8-18

19

20
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En estos primeros trabajos se sientan las claves del futuro éxito de las

técnicasde FIV: por un lado, se señalala necesidadde que los espermatozoidesse

capacitenantesdel contactocon el gametofemenino(Austin, 1951; Chang,1951),

y, por otro, se desarrollantécnicassencillasde tinción quepermitenevidenciarla

fecundaciónde los oocitos(Chang, 1951).

Han tenido que pasarvariosañosparalograr resultados,en otrasespecies,

como los obtenidospor Changen el conejo: Toyoday Chang (1974) en la rata;

Steptoey Edwards(1978)en humanay Chenges’ aL (1986) en la oveja y la cerda.

Esteretrasofue debidoa quelos mismosprocedimientosno sepuedenextrapolara

otras especiesanimales,por las característicasespecificasde cadauna de ellas.

Además,Brackett er al. (1982) señalanque todos los avancesconseguidos,en las

técnicasdeFIV, son el resultadode la investigaciónsobrela maduracióndel oocito,

sobrela capacitacióndel espermatozoidey sobreel desarrolloembrionarioposterior

a la FIV.

Los fenómenosdeFIV, en el ganadobovino, hansidoestudiadospor muchos

autores(Srecnan,1970; Hunteres’ aL, 1972;Sheaeral., 1976;Iritani y Niwa, 1977;

Newcombes’ al., 1978) hastaculminar, como seha indicado, en el éxito obtenido

por Brackett es’ al., (1982).

El mayoréxito del procedimientode FIV sedemuestraal producir individuos

vivos procedentesde FIV, utilizando tanto oocitos maduradosin vivo (Brackettel

al., 1982; Sirardy Lamben,1985; Sirard aol., 1985)omaduradosin viti-o (Critser

es’ al., 1986; Xu es’ al., 1987; Goto es’ aL, 1988),aunquela eficaciade los procesos

de FIV disminuyerespectoa la fecundaciónnatural, de igual modo quecuandose

utilizan oocitos maduradosiii vivo frente a los madurados in viti-o (Leibfried-

Rutledgees’ aL, 1986).

En generalsegúnFirst y Parrish(1987), todos los sistemasde FIV requieren

los siguientespuntos:
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1.- Utilización de un sistemaqueasegurela maduracióndel oocito.

2.- Obtenciónde los espermatozoides.

3.- Métodosde capacitaciónin viti-o del espermatozoide.

4.- Factoresque influyen en la capacitaciónin viti-o del espermatozoide.

5.- Establecerlas condicionesde inseminación.

2.4.1.-MADIJRACION DE LOS OOCITOS.

Los oocitosqueseutilizan para la FIV provienende dos fuentesesenciales,

maduradositt vivo e itt viti-o (VER PUNTO 2.1).

Los occitos madurados¡a vivo se obtienen,normalmente,de ovarios de

hembrassuperovuladas.Los oocitos se recogen de los folículos preovulatorios,

inmediatamenteantes de la ovulación o del oviducto, despuésde ocurrida ésta

(Brackett es’ aL, 1982; Leibfried-Rutledgees’ al., 1986). Los oocitos también se

puedenrecoger,por esteprocedimiento,de hembrassacrificadasdel mataderoo por

medio de un laparoscópio(Sirard y Lambert, 1985; Lambedet al., 1986). En

cualquierade los doscasos,los oncitosse recogenuna vez que han completadosu

maduración.

Sin embargo,estametodologíatienedos inconvenientes:uno de ellos esque

exigeun aparatajey especializaciónadecuada,ya quehayque averiguarel momento

exactode la ovulación, bienparaadelantarnosa ella (oocitospreovulatorios)o para

recogerlosoocitos inmediatamentedespués(post-ovulatorios).Firsty Parrish(1987)

indican que retrasosde más de dos horas, tras la ovulación de los oocitos, se

traducenen una tasade partenogénesis,excesivamentealta. El otro inconveniente

es queel númerode oocitosobtenidospor hembraes impredecibley siempreestá
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limitado a la respuestaal tratamientode superovulación(Toyoda, 1989). De hecho,

siemprequelas vacasson sometidasa tratamientosde superovulación,el númerode

oocitos recogidosofrececifras entre 5 y 10, por animal (Lambert es’ al., 1986;

Leibfried-Rutledgee:aL, 1986).

Se ha conseguidonacimientosviablestrasel empleode ooc¡tosmadurados

ja vitw (Critseres’ aL, 1986; Xu es’ aL, 1987; Goto el al, 1988). La metodología

seguida,comúnmente,por los autoresque utilizan esta fuentede oocitos ha sido

explicadaen el punto 2.1.

Leibfried-Rutledgees’ aL (1987) indican que la capacidadde desarrollo

embrionarioutilizandooocitosmaduradositt viti-o es másbajaquecuandoseutilizan

oocitos maduradositt vivo. Sin embargo,estos y otros autorestambiénseñalanla

gran ventajaquesuponeutilizar estafuentede oocitosparala FIV, ya que permite

disponerde unagran cantidadde oocitos,incluso de buenacalidadgenética,trasel

sacrificio del animal (First y Parrish, 1987; Sirard, 1989; Toyoda, 1989; Fukui,

1990).

2.4.2.-OBTENCION DE LOS ESPERMATOZOIDES.

El origendelos espermatozoidesutilizadospara la fecundaciónin viti-o puede

ser de dos tipos: obtenidosde la cola del epidídimoo eyaculados.Estos últimos a

su vez puedenutilizarsedirectamenteen fresco(diluidos o no) o se puedenemplear

inmediatamentedespuésde su descongelación.

Brackett (1983) señalaque los espermatozoidesepididimales tienen una

mayor capacidadparaacumularcalcio que los eyaculados.Por otro lado, Weelery

Seidel (1986) indican que el semenfresco tardamásen capacitarseque el semen

congelado.Además, desdeel punto de vista práctico, la utilización del semen

congeladopresentaventajas(First y Parrish, 1987), ya que permiteuna evidente

facilidadparadisponerde un númeroadecuadode dosisseminalesde buenacalidad.
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Por su parte, Yanagimachi (1988) indica que la membranaplasmáticade los

espermatozoideseyaculadossecomportade maneramás establequela de los que

provienendel epididimo,los cuales,segúnFirst y Parrish(1988) tienendificultades

parasufrir la reacciónacrosómicasi no existeun tratamientoprevio de 30 minutos

con plasmaseminal.

Todoello hacepensarqueambostipos de espermatozoidessonválidospara

producir la fecundación itt vitro. De hecho, muchos autores han utilizado

espermatozoides,de origenepididimal,parasussistemasde FIV (Balí es’ aL, 1983;

Lenzes’ al., 1983)asícomoespermatozoidesprocedentesde eyaculado(Iritani es’ al.,

1977; Parrisli es’ aL, 1985).

En la actualidad, gracias al perfeccionamientode la metodologíade la

inducción a la capacitaciónin viti-o de los espermatozoidesy en base a una

disponibilidad de semen adecuado, la mayoría de los autores utilizan semen

congelado,como fuentede espermatozoides,para los sistemasde FIV (Parrish es’

al., 1986; Lu es’ al., 1987; Sirard es’ al., 1988; Fukui, 1990; Schellanderes’ aL,

1990; Pavlov es’ al., 1992).

2.4.3.-METODOSDE CAPACITACION ¡A/ VITRO DEL

ESPERMATOZOIDE.

Basá.ndoseen las técnicasempleadasen los anima]esde experimentación,

comenzarona utilizarse métodos de capacitaciónde espermatozoidesbovinos,

apoyándoseen procedimientoscuyo fin es eliminar las proteínasdecapacitantes,de

la membranaplasmáticadelespermatozoidey estimularla salidade losácidosgrasos

y del colesterolde la membranaplasmática(Go y Wolf, 1985).

Sin embargo,estastécnicasno han tenido éxito en los rumiantes,teniendo

en cuenta,además,que en los animalesde laboratorioseempleanespermatozoides

epididimales,mientrasqueen rumiantesse utiliza preferentementeeyaculadofresco
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o congelado.Los espermatozoidesepididimales puedencapacitarsecon simples

soluciones salinas (Balí es’ al., 1983; Lenz es’ aL, 1983) mientras que los

espermatozoideseyaculadosnecesitan,además, la acción de ciertos agentesque

ayudena la capacitación(Parrishes’ aL, 1986; Fi-st y Parrish, 1988).

Para conseguirla capacitaciónin vftro de los espermatozoidesbovinos se

siguendiversasmetodologías,entrelas quedestacanlas siguientes:

a.- Utilización de solucionessalinas(DM-HIS) con altaconcentracióniónica

(390 mOsm/L), con el objeto de desplazary eliminar de la membranadel

espermatozoidelas sustanciasdecapacitantes(Brackettes’ al., 1982).

b.- Periodosde incubaciónde los espermatozoidesmuy largos(14-18 horas,

en medio KRB-m), para modificar el colesterol incluido en la membrana

espermática(Iritani es’ al., 1984).

c.- Utilización de pH alcalino, en el mediode capacitación.Estoafectaal pH

intracelulary desplazade la superficielos factoresdecapacitantes(Chenges’

al., 1986).

d.- Medio capacitadorTALP, que se basaen una selecciónprevia de los

espermatozoidesy en la inclusión de glicosaminoglicanosu otrassustancias,

en el mediode capacitación(Parrisheral., 1986;Fukui, 1990; Pavlover aL,

1992).

e.- Lavadoy selecciónde los espermatozoidespor su paso a través de

gradientesde percolí, ademásde un periodo de incubación con una alta

concentraciónde espermatozoides(Eyestone,1992).
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2.4.4.-FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CAPACITACION IN

VITRO DEL ESPERMATOZOIDE.

4.1.- Temperatura. Habitualmente, se utiliza una temperatura de 390C,

teniendoen cuentaque variacionesde tan solo0,50Cafectanseriamentea la

capacitación(First y Parrish, 1988).

4.2.-pH. Paraefectuarel lavadoy la preincubaciónde los espermatozoides,

el pH se mantiene a 7,4 (Parrishes’ aL, 1986; Fukui, 1990)o a 7,6 (Younis

eral., 1989),mientrasque, duranteel periododecapacitacióny en el medio

de fecundación,se utiliza un pH de 7,4 (Younis es’ aL, 1989)o de7,8 (Fukui

e: al., 1989; Fukui, 1990), Esteha demostradofavorecerla eliminaciónde

ciertasglicoproteinasdecapacitantesque se encuentranen la superficiedel

espermatozoide(Chenges’ al., 1986).

4.3.-Concentraciónespermática.Duranteel periododepreincubación,para

inducir la capacitación,la concentraciónespermáticasemantieneentre25 y

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

4.4.- Tiempo de capacitación.Los distintos autoresindican un tiempo

necesariodistinto, segúnla metodologíaempleada,desde4 horas(Panishes’

al., 1986) hastalas 18 horas de incubación, empleadaspor Iritani es’ aL

(1984).

4.5.-Medios de capacitación.Su composiciónsebasaen solucionessalinas

quetienenuna formulaciónquímicadefiniday sencilla(Yanagimachi,1988).

De acuerdo, también, con el método de capacitaciónseguidose utilizan

variosmedios:medioKRB-m (lritani es’ aL, 1984);medioDM-HIS (Brackett

es’ al., 1982); medioTALP (medioTyrodemodificadocon salesde HEPES,

albúmina, lactato sódico y piruvato sódico; Parrish es’ al., 1986; Fukui,

1990).
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En cuantoa algunosde los componentesde los medios,la mayor~

de ellosllevan unasuplementacióndeB.S.A., que favorecela capacitación,

ya queelimina colesteroly ácidosgrasosde la membranaplasmática,los

cualesimpiden la capacitación(Go y Wolf, 1985) ademásde mantener]a

motilidad espermática.

Algunos autoresno incluyensalescálcicas,en los mediosde lavado

y capacitaciónespermática(Lu es’ al., 1987; Firsty Parrish,1988),mientras

que la presenciade glucosaen los mediosde capacitaciónescontrovertida.

Parrish es’ al., (1986 y 1988) señalanque concentracionesde glucosa,

superioresa5 mM enel medio, inhiben la capacitaciónespermáticainducida

por la heparmnasódica. Segúnestosmismosautores,estehechoessimilar a

lo queocurre itt vivo, ya que las concentracionesde glucosaen el oviducto

bovino son muy pequeñas(del ordende 100 a 200gM). Por ello, la mayoría

deautoresno utilizan concentracionessuperioresa5 mM de glucosa,en sus

mediosde capacitación,aunqueFukui (1990) señalaque sepuedeaumentar

la concentraciónde glucosa,siemprequeseaumentetambiénla de heparina

comofactor capacitante.

4.6.- Osmolaridad.La concentracióniónica de los mediosde capacitación

varíadesdevaloresde 380 mOsm/L en el medio DM-HIS (Brackett es’ al.,

1982) hasta290 mOsm/L en mediosTALP (Parrishes’ aL, 1986).

4.7.- Variaciones individuales de los toros. Lamben es’ aL (1986)

consideran un factor importante la posible variación entre los

espermatozoidesde los distintostorosquescutilizan parala Ely. Eyestone

y First(1989) señalan,sin embargo,que las verdaderasdiferenciasentrelos

distintos machosque se empleenpara la FIV se ponen de manifiesto

sólamentea partirdel estadiode4 células,duranteel desarrolloembrionario

temprano.En cualquiercaso,la mayoríade los autoresestánde acuerdoen

que la valoracióncuidadosade la fecundidadde los toros esimportanteal

comenzarestudiosrelativos a la ElY y desarrolloembrionario (Gordon,
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1990).En el casodel semencongelado,algunosautoresutilizan pajuelasde

varios toros (Parrish e: al., 1986) o empleansemende un único toro de

fecundidadcontrastada(Ohgodael al., 1988; Fukui, 1990).

4.8.- Sustanciasque favorecenla capacitación iii vit,o.

4.8.a. Glicosaminogilcanos(CAGs). Son polisacáridosunidosa proteínas.

Los más importantesson el condroitín-sulfato,heparan-sulfato,el ácido

hialurónicoy la heparina. Lee y Ax (1984) señalanla existenciade altas

concentracionesde CAOs en el oviducto bovino, los cualesse comportan

como inductores, muy efectivos, de la capacitacióny de la reacción

acrosémica,tanto de los espermatozoidesepididimales(Lenz e: al., 1983;

Bali es’ al., 1983)como de los eyaculados(Parrishes’ al., 1986, 1988;Fukui,

1990; Rosey Bavister, 1992;Pavloves’ aL, 1992).El glicosaminoglicanode

mayor efectividad es la heparmna,debido a presentarun mayor grado de

sulfatación y una elevadacapacidadparaunirse al espermatozoide(First y

Parrish, 1988). La heparinainduce la capacitacióndel espermatozoidepor

variosmecanismos(First y Parrish, 1987):

-Desplazalas proteínasdecapacitantesde la membranaespermática.

-Estimulala aperturade los canalesparael jón calcio, comportándose

comoun ionóforo.

-Activa la acción del AMP-c y de la fosfolipasaA2 (que aumentala

concentraciónde fosfolípidos,comola fosfatidilcolina,que, en pre~nciade

Ca
2~ induce la reacciónacrosómica).La heparinaactúaen en este caso

inmovilizando el ión Zn, que secomportacomoinhibidor de la fosfolipasa

A
2.

-Favorecela conversiónde proacrosinaen acrosina.
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La capacitación por heparina se inhibe en presencia de

concentracionessuperioresa 5 mM de glucosa, aunqueeste efecto es

reversible si los espermatozoidesse incuban con dosis de 200 gg/ml de

heparmnao se añadeAMPc (First y Parrish, 1988).

La mayoríadelosautoresqueempleanespermatozoides,provenientes

de eyaculado,utilizan heparina,ya quecomoindican First y Parrisb(1987,

1988) y Gordon(1990): “la utilizaciónde heparinasódicaha demostradoser

el mejor métodoparainducir la capacitacióny reacciónacrosómicaha viti-o,

en los espermatozoidesbovinos”.

4.8.b. Factores de mos’ilidad espermática.Diversos autores(revisadopor

Yanaginiachi1988)indican la existenciadecatecolaminas(epinefrina),varios

aminoácidos(taurina, hipotaurina) y penicilamina, en el oviducto del

hamster,cuyosnivelesaumentanen los díasdel estro. Además,señalanque

la adición de estassustanciasa los mediosde capacitaciónfavorecen la

misma. Susko-Parrishet aL (1990) y Gordon (1990) señalan que la

utilización de estos factoresde motilidad presentaresultadossatisfactorios,

en el procesode la FIV bovina.

4.8.c. Jons5forospara el calcio. BalI es’ al. (1983) suplementanel medio de

capacitacióncon el ionóforo A-23 187, el cual tiene el efecto de abrir los

canalesdelcalcio y favorecerla capacitacióndelos espermatozoidesbovinos.

4.8.d. Cafeína.Critseres’ aL (1986) indican queel uso de cafeínaprovoca

una hipermotilidad espermáticaque, no obstante, no se traduce en un

aumentode espermatozoidescapacitados.Sin embargo,Coto es’ aL (1988)

señalanlo contrario,destacandoquela suplementacióncon5 mM de cafeína,

durante los periodos de lavado e incubación, aumenta el número de

espermatozoidescapacitados.

4.8.e.Nucleós’idoscíclicos. AlgunosautoresañadenAMPc a susmediosde
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capacitaciónproduciendo un efecto positivo, ya que la regulación del

intercambioiónico, en la membranadel espermatozoide,estámediadopor

un mecanismode fosforilación. En estemecanismo,intervieneactivamente

la concentraciónintracelularde AMPc (Parrishet al., 1988). Otrosautores

sinembargo,indicanquela adiciónexclusivadeAMPc, o susderivados(8-

Br-AMP), no aumentalas tasasde capacitaciónde espermatozoidesbovinos

(Critsere: aL, 1986).

4.81. Proteínasasociadaal estro. Recientemente,Andersone: aL (1992)

han demostradoqueciertaglicoproteina,presenteen el oviducto bovino en

el momentodel estro(denominadaEAP), favorecela capacitación,motilidad

y aglutinaciónde los espermatozoidesin vis’ro. La adición de estaproteína

al mediofavorecelos indicesde fecundaciónin viti-o (King e: aL, 1992).

4.8.g. Factor activadorde las plaquetas(PAF). Pareceser queeste factor

incide positivamenteen el conjunto de la capacitación, favoreciendola

reacción acrosómicay aumentandola motilidad de los espermatozoides

bovinos (Fukuday Roudebush,1992).

4.9.- Célulasdel cúmulo. Gwatkin es’ al.> (1972) señalanque la presencia

de las célulasdel cúmulo juegaun papel fundamentalen la capacitaciónde

espermatozoidesde hamster itt viti-o. En la especiebovina, el efectode las

células del cúmulo ha sido evaluado respecto al conjunto del sistema

maduración/fecundaciónitt viti-o teniendoen cuentael efecto del cúmulo

sobrela propiamaduracióndel oocitoy sobrelos fenómenosde capacitación

(Critser e: aL, 1986; Thibault es’ aL, 1987; Shioya es’ aL, 1988).

Específicamente,Fukui (1990) indica quela zonapelúcidade los oocitos,

con cúmulo o denudados,es capazde inducir la reacción acrosómica.El

mismo autor señala que los índices de espermatozoidescapacitadosy

reaccionadosaumentan, significativamente, cuando los oocitos están

completamenterodeadosde las célulasdel cúmulo, respectoa los oocitos

denudados.
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2.4.5.- CONDICIONES DE INSEMINACION.

Despuésde obteneroocitos madurosy espermatozoidescapacitadosdeben

fijarse las condicionesambientalesa las quese sometenlos gametosparaque la

fecundacióntenga éxito. Del mantenimientode estascondiciones,dentro de los

margenesfisiológicos, dependeel éxito de la FIV (First y Parrish, 1987).

5.1.-flempode inseminación.El tiempo que permanecenen contactolos

gametosvaría en función de la metodologíaempleada,por los distintos

autores.Utilizandoun medio DM-HIS paracapacitarlos gametos,el tiempo

de inseminaciónesde 6 a 8 horas (Shioyaes’ al., 1988; Kim eí aL, 1990)

mientras que utilizando el método descritopor Parrishes’ al. (1986) o sus

modificaciones(Lu es’ aL, 1987; Xu es’ aL, 1987) se precisanalrededorde

16 horas(Younis es’ al., 1989; Schellanderes’ aL, 1990) o de 18 a 20 horas

(Sirard es’ al., 1988; Fukui y Ono, 1989; Fukui, 1990; Rose y Bavister,

1992).

5.2.-Concentraciónespermática.El númerodeespermatozoidesporoocito

es un factor importante,ya que si es bajo no seproducela fecundacióny si

es demasiadoalto se producenfenómenosde polispermia(First y Parrish,

1987). Habitualmente, se emplean dosis de entre 0,5 a 1,5 x 106

espermatozoides/mlde mediode fecundación(Xu es’ al., 1987; Younis el al.,

1989; Fukui, 1990; Rosey Bavister, 1992).La dosisespermáticase ajusta

en basea los espermatozoidesvivos, tras los tratamientosde capacitación

(First y Parrish, 1988). Lo ideal es introducir en el mediode fecundaciónel

menor númerode espermatozoidespor oocito que, habitualmente,es de

l0.000/oocito(First y Parrish, 1988).

Normalmente,el medio de fecundación se dispone en forma de

microgotas(de 50 o 100 ~l) bajo aceite de parafinao siliconay en ellas se

introducende 5 a 10 occitosy la concentracióndeseadadeespermatozoides

(Lenz es’ aL, 1983; BalI es’ al., 1983; Parrishes’ aL, 1986; Xu es’ al., 1987;
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Younis es’ aL, 1989; Fukui, 1990; Rose y Bavister, 1992; Pavlov e: aL,

1992).

5.3.- Condicionesfisicoquímicas.Lenze: aL (J983)indican quemantener

unatemDei-aturaconstanteesfundamentalparael éxito dela fecundación.En

el ganadobovino, aquellase situa en los 390C, ya que se favorecela

capacitacióny tambiéntieneun efectopositivo sobrela producciónde ácido

hialurónico.Variacionesde 0,50Cafectana la fecundación(First y Parrish,

1988). El uf! del mediode fecundaciónseajustaa 7,4 (Younise: al., 1989>

o a 7,8 (Fukui y Ono, 1989) y la concemracióncaseosaa las mismas

condicionesque en los sistemasde maduraciónitt vúro (VER PUNTO

1.2.3c);estoes, con un 5% de CO
2 y 100% de humedaden el aire. Algunos

autoresañaden,además,un 5% de % (Younis et al., 1989).La osmolaridad

del medio se sitúaen 290-300mOsm/L(Parrishes’ al., 1986).

5.4.-Medios de fecundación.Es el encargadode favorecerlos cambiosen

el espermatozoideque permitan la fecundación, además de soportar

energéticamentetodo este proceso.Básicamente,se emplean los mismos

mediosutilizadosen la maduraciónin vitro de los oocitoso en la preparación

y capacitaciónde los espermatozoides(DM; M-199; KRB-m; TAU’, etc>.

Los medios tratan de parecersea las condicionesnaturalesque los

gametosencuentranen el oviducto y, así, hay varios factoresa tener en

cuenta:en primer lugar la relacióniónica, sobretodo de los ionesNa~/K~

y Ca
2t/Mg2~(Bavister, 1981). El ión calcio es imprescindiblepanque se

produzcanlos fenómenosde capacitacióny de atraccióndel espermatozoide

a la zonapelúcida(Yanagimachi,1982).

Comofuentesenergéticas,estosmedios utilizan el ácido láctico y el

ácido pirúvico (en forma de lactato sódico y piruvato sódico,

respectivamente).Aquellos sistemasque emplean heparina sódica, para

inducir la capacitación,no llevan suplementaciónconglucosa,ya queinhibe
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la acción de la heparina. Otros autores señalan, sin embargo, que

concentracionesde 12 mM de glucosa pueden afiadirse al medio de

fecundaciónsiemprey cuandose utilizan concentracionesde heparinasédica

20 vecesmayoresa las normales(Fukui, 1990).

La albúmina bovina <BSA) es el mejor sustratoprotéico para la

fecundación,ya que favorecela reacciónacrosómicay la penetracióndel

espermatozoide(Parrishes’ al., 1988).

5.5.-Sustanciasqueseañadenal mediode fecundación.En los mediosde

fecundación pueden aliadirse las mismas sustanciasque favorecen la

capacitaciónitt vitro, delos espermatozoidesbovinos (VER PUNTO 4). Así,

se producenefectospositivos al añadir factoresde motilidad espermática

(epinefrina,hipotaurinay penicilamina),glicosaminoglicanos,cafeína,etc.

Niwa y Ohgoda (1988) indican un efecto sinérgico de esta última y la

heparinacuandose añadenjuntas, al mediode fecundación.

Susko-Parrishes’ aL (1990) señalanun efectopositivodel bisulfito de

sodio cuandoseañadeal medio de fecundación.Por otro lado, la adiciónde

celulasepitelialesoviductalesbovinasal medio aumentantambién las tasas

de fecundación(Miller el al., 1992).

2.4.6.-CRItERIOSDE FECIJNDACION.

Para considerarun oocito fecundadose deben visualizar los pronúcleos,

masculinoy femenino,conel restode la colaespermáticay con los doscorpúsculos

polares;estono siemprees así, ya que, a veces,algunode los corpúsculospolares

sedeprende,por efectode la técnicade tinción, o la coladel espermatozoideno se

visualiza (Shioyaes’ al., 1988; Fukui y Ono, 1989; Fukui, 1990; Schellanderes’ al.,

1990).
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Algunos autores,también, señalancomo criterio válido la visualizaciónde

cabezas espermáticaso del pronúcleo masculino, en distintos grados de

decondensación,siempreacompañadodelpronúcleofemenino(Ohgodae:aL, 1988).

Hensleighy Hunter(1985)utilizan comocriterio defecundaciónla existencia

de segmentacionesque produzcanblastómeros,en los estadiosde 2 y 4 células.

Anormalidadesen la FIV. Xu y Greve(1988) y Hyttel (1988) señalanque

los principalesproblemasquesepuedenencontraren el desarrollodela fecundación

itt viti-o son los siguientes: poliespermia (por la entrada de más de un

espermatozoide,al interior del oocito), poliginia (apariciónde másde un pronúcleo

femenino), asincroníaen el desarrollode ambospronúcleosy activación de la

citoquinesisantesde tiempo.

Segúnlosdiversosautores,las causasde queseproduzcanestasalteraciones

son de diferentenaturaleza,y, entreellas, sedestacanlas siguientes:

-Incorreccionesen el tiempo de inseminación, la concentración

espermática,el volumeny númerode oocitos/gota,etc. (Xu y Greve, 1988).

-Fallos en la extrusióndel primer o segundocorpúsculopolar (Xu y

Greve, 1988).

-Influenciade los diversoscomponentesde los mediosdemaduración

y fecundación,sobretodo, del tipo de suero (Fukui y Ono, 1989).

-Ineficacia de la reacción de zona tras el paso del primer

espermatozoide,debido a una incorrecta disposición de los gránulos

corticalesdurantela maduracióncitoplásmicadel oocito (Cran, 1989).

-Existenciao no de célulasdel cúmulo, en el momentodel contacto

conlos espermatozoides(Fukui, 1990).
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2.4.7.-APLICACIONESDE LAS TECNICAS DE FECUNDACION IN

VITRO.

Los estudiossobrefecundaciónha vitro fuerondesarrolladosoriginariamente,

con objeto de dilucidar los mecanismos y procesos que intervenían en la

fecundación.

Desdehacealgunosaños, el empleo de las técnicasde FIV ha supuesto

alcanzarnuevosobjetivos.Entre estasnuevasaplicacionessepuedendencarlas

siguientes:producciónde embrionesa partir de ovariosobtenidosen el matadero

(Goto es’ aL, 1988; Lu es’ aL, 1988; Sirard es’ aL, 1988); solucionesa cienostipos

de infertilidad (Iritani y Niwa, 1977; Brackett e: aL, 1982; Sirard es’ aL, 1985);

inyecciónintranucleardegenesen un determinadoestadiodel desarrolloembrionario

(Sreenan,1988); testpara probarla capacidadfecundantede los toros (Grahamy

Foate, 1984; First y Parrish, 1987) y como medio para investigar los procesos

fisiológicos envueltosen las etapasdel desarrolloembrionariotemprano(Xu y

Greve, 1988; Sirard es’ aL, 1989; Coskume: aL, 199]).
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3.- FACTORES DE CRECIMIENTO

3.1.- INTRODUCCION.

Las gonadotropinas,como señaleshormonalesemitidas por el sistema

endocrino,regulanel fisiologismode los folículosováricos.Además,existenotros

mensajeroshormonalesimplicadostambiénen estosprocesosqueno dependendel

sistemaendocrino,sino del sistemaparacrino(actuandoa cortadistanciadel lugar

donde se producen, p. ej. entre folículos ováricos) y del sistema autocrino

(ejerciendosu efectoenlasmismascélulasquelos producen).De cualquiermanera,

estostres sistemasde producciónhormonalactúansinérgicamente,en el controlde

las funcionesováricas.

La mayoríadelos autoresasignanalas gonadotropinasun papelfundamental

en el inicio y mantenimientode la funcionalidaddel folículo ovárico, comenzando

por el desarrollode los folículos y continuandocon la selección, dominanciay

maduración de los mismos, antes de la ovulación (Jones, 1980). Sin embargo,

Tonetta y DiZerega (1989) indican que las gonadotropinasy los esteroides

folicularesson necesarios,pero insuficientespor sí mismos,paracompletarel ciclo

ovárico. Por ello, sugierenque es imprescindiblela presenciade otros factores

paracrinosy/o autocrinosintraováricos,parael desarrollocorrectode estosprocesos

(DiZeregaes’ al., 1983; Cahilí y Findlay, 1984; Hammondes’ al., 1985).

Entre todos esos factores intraováricosdestacan,por su importancia, los

llamadosfactoresdecrecimiento(FC),compuestosproteicosdebajopesomolecular

(<30.000) que actúan localmente, en el ovario, como hormonas

paracrinas/autocrinas.Su acciónse efectúamediantereceptoreslocalizadosen las

membranascelularesy por un sistemade mensajeroscelulares.Estesistemaes muy

variado, incluyendocambiosen los nivelesintracelularesdel jón calcio, AMPc,

fosfoinositol,etc. Por otro lado, susaccionesmetabólicasincluyencambiosen el

transportede aminoácidos,de la glucosay en la síntesisde ARN y proteinas.
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Se han descubierto,hastala fecha, más de veinte factoresimplicados en

mecanismosfisiológicos tan diferentescomo la regulaciónde la multiplicación y

desarrollo de varios tipos celulares, de las funciones inmunitarias y de la

proliferación y maduraciónde células sanguíneasde las series eritrocítica y

linfocítica.

Entre los factoresde crecimientoqueposeenaccionesespecificassebrela

proliferación y diferenciaciónde las célulasde la granulosay tecalesy quepor lo

tanto, actúan en el folículo ovárico se pueden citar los siguientes: factor de

crecimientoepidérmico(EGF), factor de crecimientosemejanteala insulina(IGF),

factor detransformacióndel crecimiento(TGF)y factorde crecimientofibroblástico

(FGF).

Estos FC se han aislado de liquido folicular porcino y vacuno(Hsu y

Hammond, 1987; Hammondes’ aL, 1988; Echternkanipes’ aL, 19%), de células

tecaleseintersticialesováricas(Hernándeze: al., 1988),de liquido folicular humano

(Westergaardy Andersen, 1989) etc. Además, se ha demostradoque existen

receptoresparaestosfactoresen célulasdela granulosabovinas(Franchimontes’ al.,

1986),porcinas(Hsu es’ aL, 1987) y humanas(Tapanainenes’ aL, 1987).

Por otro lado,desdehace,relativamente,pocosañosse ha comprobadoque

ciertosFC favorecenla maduraciónha viti-o de oocitosde rata y ratón (Aberdany

Deckel, 1985; Deckel y Serizly, 1985; Downs, 1989; Pellicer et aL, 1989),hecho

contrastadotambiénen otros animalesdomésticos(Sanbuisshoes’ al., 1990; Das es’

al., 1991 y 1992; Illera e: aL, 1992; Sommeres’ al., 1992; Coskumes’ aL, 1992).

Los argumentosanteriormentecitadosparecendemostrarque los FC y, en

especial, el EGF e IGF-l, juegan un papel importanteen la regulaciónde los

mecanismosováricos de diferenciación y proliferación celular en el periodo pre-

ovulatorio y que, además,intervienenen los procesosde reiniciaciónmeiótica del

oocito (Hill, 1989; Armstrong e:aL, 1991).
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3.2.- FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGE).

3.2.a.- Estructura. Es una proteína compuesta por una cadena de 53

aminoácidos,con un pesomolecularde6.041,descritapor primeravez pou~ Cohen

(1962). Taylor es’ al. (1970)aislaron el EGF en la glándulasubmaxilardel ratón,

donde se encuentraunido a una proteínacon un p.m. total de 29.000. EJ EGF

presentaunaestructuraglobularcompactadebidoa trespuentesdisulfuro q~ unen

su cadenapolipéptidica(véasela Figura2). Además,secaracterizaporquesucadena

peptídicano incluye cisteina,alaninani fenil-alanina.

3.2.b.-Receptor.El receptordel EGF, en la célula, es unaglucopwteína

con un p.m. de 170.000,que presentauna zonade unión intracelular y otra zona

extracelular. Los receptoresde membranadel EGF tienen unaactividad tirosina-

quinasaespecíficay, por lo tanto, son capacesde fosforilar residuosde tirosina,bien

en el mismo receptoro en presenciade un determinadosustratode naturaleza

todavíadesconocida(Hunter, 1984). Downward es’ al. (1984) indican que todaslas

actividadesenzimáticasde autofosforilaciónsucedenen la zonacitoplásmicadel

receptor,quesediferenciade otros receptorespor poseerdos regionesde cisteina

en la zonaextracelular. Por otro lado, la unión del EGFcon su receptorpuedeser

degradadapor enzimaslisosómicasintracelulares(Carpentery Cohen, 1979).

En las células de la granulosase han localizado receptorespara el EGF

(Vlodavsky es’ aL, 1978; Joneses’ aL, 1982; St. Arnaud es’ al., 1983) cuyo número

aumenta,en el momentodel estro, debido al aumentode las concentracionesde

Figura 2. Estructura del EGF.

61



gonadotropinasy esteroidesováricos(Mondscheiny Shomberg,1981; St. Arnaud

es’ aL, 1983; Feng es’ aL, 1987).

En el testiculo, tambiénsehanencontradoreceptoresEGFen las célulasde

Leydig y de Sertoli (Tsusutmi es’ aL, 1986) mostrandouna participaciónen la

regulaciónde la espermatogénesis(Tsusutmies’ al., 1986; Amadores’ aL, 1992).

3.2.c.-Mecanismode acción.Rozengurt(1986)seflalaquela unióndelEGF

al receptorproduceuna señalque, inmediatamente,es reconocidapor el núcleode

la célula. En estemecanismode reconocimientopuedenintervenir fosfoproteinas,

inositolfosfato, diacil-glicerol, nucleótidoscíclicos o, incluso, iones mono o

divalentes.El EGF aumentael nivel de calcio iónico intracelular (Molenaares’ al.,

1983) y estimula la fosforilación proteica de ciertas subunidadesdel ribosoma

(Peleches’ al., 1987).

3.2.d.-Accionesováricasy sobrela maduracióndel oocito.El EGFinhibe

la formacióndel AMPc en las célulasde la granulosa,al impedir la actuaciónde la

enzimaadenilato-ciclasa(Downs, 1989).

Concentracionesde EGFde 0,1 a 100 ng/ml paralizanla secrecciónbasalde

inhibina, en las células de la granulosa(Franchimontes’ al., 1986; Bicksake: al.,

1986) y tambiénseinhibe la capacidadaromatizantedela esteroidogénesisinducida

por la FSH (Hsuehes’ al., 1981; Franchimontes’ al.> 1987).Por otro lado, Skinner

es’ al., (1987)demostraronquelas célulastecalese intersticiales,del ovariode rata,

producenEGF, queparticipaen la regulaciónde las funcionesde las célulasde la

granulosa.

El EGFestimula, in vis’i-o, la proliferaciónde las célulasde la granulosa,en

varias especies,exceptoen la rata. Ciertosniveles de FSH puedensuprimir esta

acciónmitogénicadebidoposiblementea unasaturacióndel receptor(Gospodaroviz

y Bialecki, 1979).
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El EGF actúasobrela maduracióndel oocito eliminandolas causasque lo

mantienenen reposo meiótico, en el estadiode dictiato de la profase1 (Vesícula

Germinal). Las causasque mantienenla detenciónmeióticadel oocito son varias;

entreellasse indicaque la presenciade las prolongacionesintercelulares,entrelas

célulasdel cúmuloy el oocito, queatraviesanla zonapelúcidadeéste,provocanun

pasode AMPc desdeel cúmulo al interior del oocito (Hilísenjo e: aL, 1978;Shultz

es’ al., 1983; Eppig es’ al., 1983) y estasaltasconcentracionesdeAMPedentrodel

oocitomantienendetenidala meiosis(GV). Moor (1980)indicaronquela activación

de la meiosis (hechoobservablepor la desapariciónde la Vesícula Germinal) se

inicia con una desconexiónentreel oocito y las célulasdel cúmulo que le rodean.

Estesucesoseha observadoen ratona(Eppig, 1982), rata(Deckely Serizly, 1985),

oveja (Moor y Gandolfl, 1987), cerda(Motlik, 1989) y vaca(Hyttel es’ aL, 1987).

El principal estimuladorde la síntesisde AMPc es la FSH y, por lo tanto,

la acción del EGF, para favorecer la maduracióndel oocito, podría efectuarse

interrumpiendola acción de estahormonasobrelas célulasdel cúmulo (Pellicer e:

al., 1989). Por otro lado, el aumentode los niveles de gonadotropinasen el ciclo

estral incrementalas concentracionesde EGF presentesen el líquido folicular,

causandoun bloqueode los receptorespara la FSH, en las célulasdel cúmulo. Este

hecho, segúnDownses’ al. (1988),puedeoriginar una modificaciónen la actuación

de la enzima adenilato ciclasa y, en consecuencia,una bajada de los niveles

intracelularesde AMPc en el oocito, ocasionandola activaciónde la meiosisy la

maduracióndel mismo. Downs(1989)señalaquela acciónespecíficadelEGFsobre

el oocito aún no estábien definida,aunquese ha demostradoquela unióndel EGF

con su receptor activa la protein-quinasaC (PKC), (Jamesy Bradshaw, 1984;

Aberdamy Dekel, 1985)quefosforiliza unaproteínadesconocida.Estehechoactiva

una seriede señalesque son las desencadenantesde la maduracióndel oocito.

Ademásde la PKC, en la transmisiónde las señalesintracelularestras la

unión del EGFconsu receptor,estánimplicadosotrosgruposenzimáticoscomo son

la caseínaquinasaII (CK-II) y la protein-quinasap34. La primera seestimulacon

insulina o EGF (Sommercomex aL, 1987) mientrasque la segunda,al activarse,
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actúadefosforilandoun componentedel factorpromotordela maduracióndeloocito

(MPF) (Newport y Kirschner, 1984).

El EGF favorecela maduración¡ti vllro de oocitosderatay ratona,incluso

cuando son cultivados con potentes inhibidores de la maduración, como la

hipoxantinao el AMPc y sus análogos(el dbc-AMP y 8-Br-AMPc) (Fenges’ al.,

1988; Downse: aL, 1988; Vorobevay Nikitin, 1991).El EGFtambiénestimulala

maduraciónha vis’ro de oocitos,de otrasespecies(Sanbuisshoe: al., 1990;Das e:

al, 1992; Rath es’ aL, 1992; filera es’ al, 1992; Coskume: al., 1992)

Downs (1989) señalaque el EGF es el factor de crecimientomásefectivo

parainducir la maduración¡ti vifro y provocarla expansióndel cúmulocelular.Este

efecto, segúnVoroebay Nikitin (1991),esanálogoal producidoal administrarLH

o hCG.

Los estudios sobre la acción ejercida por el EGE sobre los oocitos,

demuestranclaramenteque la acción de este factor de crecimientono se ejerce

directamente,sino que se efectúasiemprea través del cúmulo celular (Downs,

1988), yaque conoocitosdenudadosno seobservauna respuestasignificativade la

maduraciónin vitro cuandose exponenal EGF (Dekel y Serizly, 1985; Sambuissho

et al, 1990; Coskumex aL, 1992; Das es’ al., 1992).

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

3.3.3.-Estructura.Los factoresdecrecimientosimilaresa la insulina(IGFs)

son polipéptidos de una sola cadenay de un p.m. de 7.500, con semejanzas

funcionalesy estructuralesa la insulina (Tonettay DiZerega, 1989). Sehanaislado

dostipos de IGFs: el IGF-1 (con 70 aminoácidos)y el IGF-2 (con 67 aminoácidos).

Hay una similitud de un 45%en los aminoácidosquecomponenel IGF-1, el IGF-2

y la insulina y algunosautoreshan sugeridoque tanto los IGFs comola insulina

procedenoriginariamentede un mismo gen.
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El IGF-1, tambiéndenominadoSomatomedinaC, esunpolipéptidobásico,

con un p.m. de 7.649(Rochestein,1982),presentaunaestructuraespacialsemejante

a la insulina(una cadenapeptídicaentrecruzadacontrespuentesdisulfuro), aunque

presentaregionescon residuosaminoacídicosdiferentes(Fig. 2). La similitud con

la insulina haceque se produzcanreaccionescruzadasentre ambos (Blundeil y

Humble, 1980) y tambiénentreIGF-1 e IGF-2. El IGF-1 circulanteen sangrese

encuentraunido a unaproteínatransportadora.

DN
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j .11

Figura 3.- Estructura globular de la ¡inulina, pro¡nsulina e IGF.

Hammondes’ al. (1985) detectaronque las células de la granulosaporcina

cultivadas in vis’i-o secretabanIGF- 1. Hígado, riñón y páncreastambiénsintetizan

IGF-l y además,Hammondes’ al. (1986) y Echerkampes’ al. (1990) han detectado

la presenciadel IGF-1 en el líquido folicular porcino y vacuno,respectivamente.

3.3.b.-Receptores.Estefactor de crecimientopuedeunirseal menosa dos

tipos distintosde receptores(King y Khan, 1985), incluyendoal propioreceptorde

la insulina.Massaguéy Czech(1982)hanpropuestoun tipode receptorparael IGF-

1 que tieneunaestructurasimilar al de la insulina(doscomponentesay 5, depesos

moleculares130.000y 90.000,respectivamente,unidospor dos puentesdisulfuro)

con un p.m. total mayor de 300.000, similar a la configuración de las

inmunoglobulinas.

Al igual que con el EGF, la unión del IGF-1 con su receptorprovoca

accionesde fosforilización (Sasaki es’ al,, 1985). Czech (1982) comprobóque la

afinidad del receptorteníael siguienteorden: IGF-1 > IGF-2 > insulina.

KW
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Se han encontradoreceptoresparael IGF-1 en gran cantidadde tjidos y

tipos celulares: libroblastoshumanos,músculo de ratón, hígadoy páncreas,etc.,

entreotros (D’Ercole y Underwood,1981; Rosenfleldy Dollar, 1982).

Balboni ex aL (1987) y Adashiex aL (1988) demostraronla existenciade

receptoresparael IGF-1 en las célulasde la granulosay tecalesdel folículo primario

ováricoy en la membranacitoplásmicadel oocito.Letchere:al. (1989)tambiénhan

descrito la presenciade receptoresIGF-1 en embrionesporcinos de estadios

anterioresa la implantación.

3.3.c.-Mecanismode acción.Trassu uniónconel receptoren la membrana

celular, el IGF-1 genera reaccionesbioquímicas de autofosforilación o de

fosforilación de proteínasen el citoplasma,graciasa la actuaciónde una tirosina-

quinasaasociadaal receptor.Estosefectosseproducensobrelos residuosdetirosina

e inducen la formación de un segundomensajero,de naturalezadesconocida,que

darálugar al efectocelular correspondiente.

En general,por este mecanismo,el IGF-I intervieneen la regulrión de

procesosnecesariosparala síntesisde ADN en la célula (Yang y Pardee,1986).

Zumsteiny Stiles, (1987) sugierenque la intervencióndel IGF-1 en los procesosde

transcripcióndel ADN, se debea la síntesisde proteínascitoplásmicasespecíficas

que son todavía desconocidas. Además, también participa aumentando el

metabolismode oxidación,a nivel mítocondrial, e incrementamdola síntesisde

androgénosy estradiol,en las célulasde la granulosa(Hernándezes’ al., 1988).

3.3.d.-Accionesováricasy sobrela maduracióndel oocito. Lascélulasde

la granulosatienen la característicade secretary responder,a la vez, al IGF-l

(Baranaoy Hammond, 1984a; Hammond es’ aL, 1985). Zhang es’ al. (1987)

demostraronque el IGF-1 producíaefectossimilaresa los inducidospor la FSH, en

lascélulasde la granulosacultivadasin vitro, aunqueseñalabanqueno eranefectos

aditivos ni producidospor los mismosmecanismoscelulares.Otrosautoresseñalan

que el IGF-1 se comportaen el ovario como un “amplificador naturaV de las
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accionesejercidaspor la FSH (Hsu y Hammond, 1987). Hammonde: al. (1988)

indican quela produccióny accióndel IGF-1 está estimuladapor la presenciade

hormonasgonadotropasy ováricas.Por otro lado, la concentraciónde IGF-l, en el

líquido folicular, aumentacon el tamaliodel folículo (Driancourt, 1991).

Aunque el IGEI tiene un papel importante en los mecanismosde

diferenciaciónde las célulasgranulosas,su función,en la proliferacióncelular, no

estáclan,ya queseha demostradoun cienoefecto mitogénicoparalas célulasde

la granulosaen el cerdoy en la vaca,pero, al parecer,no en otrasespeciesanimales

(Baranaoy Hammond,1984;Adashie: aL, 1985).

Los efectosdel IGF-l estánmediadospor receptoresespecíficosexistentes

en las célulasde la granulosa(Baranaoy Hammond, 1984; Adashi es’ al., 1988).

Entre otras acciones,el IGF-l estimula la actividad de la adenilatociclasa y la

inducción de la creaciónde receptoresparaLH, en la célula granulosa(Adashi es’

al., 1988); por otro lado, la acción favorecedoradel IGF-l sobre estascélulas se

ponede manifiestoal sercapazde estimularla producciónde estradiol,a partir de

andrógenosdeorigen tecal (Hernándeze: al., 1988).

Por tanto, el IGF-l, secretadopor las célulasde la granulosa,potencialos

efectosde la FSHen la aromatizacióny estimulaciónde la síntesisde andrógenos

tecales.Además,la secrecciónde IGF-1 ovárica seestimulacon nivelescrecientes

de gonadotropinas(FSH y LII), pudiéndoseasí ampliar las accionesde estas

hormonasa nivel local (Hsu y Hammond, 1987).

Las accionesdel IGF-1, sobre la maduraciónde oocitos de rana ¡a vitro

(Xenopuslaevis), demuestranqueel estímuloqueinicia la maduracióndel oocitova

asociadoa unareduccióndeltransportede glucosay de aminoácidos(I-Iainaut es’ al.,

1991.). Estos mismosautoresseflalan que la maduracióndel oocito comienzatras

el contactodel 1GW1 conun receptor,conactividadtirosina-quinasa,situadoen la

membranadel oocito. Estaactivaciónprovocala defosforilaciónde la proteínap34,

un componentedel MPF (Hainaultex al., 199 ib).

67



El IGF-1 y el IGF-2 tienenun efectopositivo sobrela maduraciónin vitro

de oocitosde rata(Fengexal., 1988),aconcentracionesde50 ng/ml. Estosmismos

autoresindican que, por el contrario, la insulinano produceacciónalgunaen este

sentido.Downs (1989) tambiéndescribeuna leveacciónpositiva del JGF-l sobre

oocitosde ratón utilizando concentracionesentre0,1 y 100 ng/ml.

Otrosautoresseñalanquela adición de IGF-1 junto a gonadotropinasen el

medio de maduraciónde oocitos bovinos, favorecela maduraciónin vi:ro y el

posteriordesarrolloembrionario(Herlerre: aL, 1992; Hai~per y Brackett, 1992).

3.4.- FACTORDE TRANSFORMACIONDEL CRECIMIENTO (TGP.

Sehandescritodostipos deTGF,a y 8, distintosen suspropiedadesfísicas,

químicasy biológicas.El tipo a es una cadenasimplede 50 aminoácidos.El tipo

Bes un compuestoproteicocondos cadenasidénticasde 112 aminoácidosy un pm.

de 25.000(Adashi y Resnik, 1986).

Existe una gran semejanzaestructuraly funcional del TGF-acon el EGF;

tantoesasí,que incluso se unea los mismosreceptoresdel RiF (Massagué,1983;

Bruckera al., 1991). El TGF-a seproduceen las célulastecalesováricasy regula

procesosováricoscon accionesmitogénicassimilaresal EGF.

Por el contrario, el TGF-fl secomportacomo un inhibidor muy potentede

la proliferacióncelular in vis’ro (Mercolay Stiles, 1988). Seha aisladoen el folículo

piloso, en mioblastos e incluso en células del sistema inmunitario, como los

monocitosy los lifocitos T (Laiho es’ al., 1986). En las células quederivan del

mesodermoembrionariopuedeactuarde dos formas:aumentandoo inhibiendolas

accionesde otros FC en la replicación celular. Además,Adashi y Resnik (1986)

demostraronqueambosTGFs a/fi tienen efectosantagónicosen ciertasfunciones

ováricas,comola capacidadaromatizantede las célulasde la granulosa.
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El mecanismode actuacióndel TGF-B se ejecuta por una vía, no bien

conocidatodavía, distinta a la de la activación de una protein-quinasaque es la

comúnen el restode los factoresde crecimiento,descritosanteriormente.

Ambos tipos de TGF han demostrado su capacidad para inducir la

maduraciónde oocitosin vis’ro. El TGF-aempleael mismomecanismoqueel RiF

enla maduracióndeoocitosderatónin vis’ro, yaquepuedeactuarmediantesu unión

al receptordel EGF. Al igual queel EGF, la acciónsobrela maduracióndel TGF-a

seejerce sólo sobreoccitoscon células del cúmuloy no sobreoocitosdenudados

(Bruckere: aL, 1991).

Fenges’ al. (1988)indican un efectoclaramentepositivodel TGF-B sobrela

maduracióniii vis’ro de oocitosde rata, ejerciendosu acción a través del cúmulo.

Estos mismos autores señalan que la adición de TGF-B y EGF estimula la

maduraciónde los oocitos siempre que el TGF-B se encuentreen pequeñas

cantidades,ya que, de lo contrario,a concentracionesmayoresa 100 nM, suprime

el efectodel EGF.

Sin embargo, Downs (1989) señala que el TGF-13 no tiene una acción

favorecedorasobrela maduracióniii vftro.

3.5.- FACTOR DE CRECIMIENTO PLAQUETARIO (PDGfl.

Estructuralmentees unaglucoproteinabásica,condos variedadesbiológicas

equipotentesde 31.000y 28.000de pm. respectivamente,que se identificaronpor

primeravez en los gránulosa de las plaquetassanguíneas(Devel y Huang,1984).

Ambos tipos secomponende doscadenasglucoproteicas,ay 5, unidaspor puentes

disulfuro.

El receptores una glucoproteinacon actividad protein-kinasa.El PDGF

incrementala glucolisis celular y estimula la síntesisde ciertasprostaglandinasy
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reorganizalos filamentosde actinaen la mitosis,activa la proliferacióncelular de

los tipos celulares que derivan embriológicamentedel mesodermo,como los

fibroblastos, células gliales y células de la granulosa (Devel y Huang, 1984).

Rappoleees’ a.!. (1988) y Mercola y SÉiles (1988) han detectadola presenciade

receptoresde membranaparael PDGF en los oocitosde ratón y de ana.

Este FC no presentaun efecto positivo sobre la maduraciónita vi:ro de

oocitos en el ratón cuandose utiliza a una concentraciónde 100 ng/ml (Downs,

1989).

3.6.- FACTOR FIBROBLASTICODE CRECIMIENTO (FGF).

Es una proteínacon un pm. de 16.000, aislada por primera vez de la

hipófisisbovina (Gospodaroviz,1975). Se comportacomoun mitógenomuy potente

para las células de tejidos derivados del mesénquimao del neuroectodermo

embrionarios,como son los condrocitos,fibroblastos,mioblastos,célulasgliales,

célulasde la cortezaadrenaly célulasde la granulosa(Gospodarovizex al., 1978).

Kimelmanny Kirchner (1987) indican queel ARN-m quecodificapartedel

FGF ya seencuentraen estadiosembrionariostempranos.En el adulto,el FGFestá

distribuido en muchosórganoscomolas glándulasadrenales,el ovario, el hígadoy

la hipófisis.

Tonetta y DiZerega (1989) señalanque el FGF está implicado en los

mecanismosde proliferaciónde las célulasde la granulosay en la vascularización

de la teca, duranteel desarrollofolicular.

Downs (1989) señalaque concentracionesde 10 ng/ml de FGF favorecen

ligeramentela maduraciónin v¡s’ro de los cocitosde ratón.
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3.7.- FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO (NGP.

Fuéaisladoporprimeravezde la glándulasubmaxilardel ratón y delveneno

de ciertas serpientes,presentanun p.m.de 26.500 y de 13.000, respectivamente

(Cali ssanoe: al., 1984). Presentareceptoresde altay bajaafinidaden la membrana

celular y tambiénen la membrananuclear(Yanknery Shooter,1979).

El sistema de incorporación al interior de la célula, del complejoNGF-

receptor,se basaen la formaciónde una vesículaen el citoplasma,queenglobaal

complejo,trassupasoa travésde la membranacelular.Posteriormente,sedegrada,

por la acción de enzimaslisosómicas,dejando libre el NGF para unirse a un

receptorintracelulardesconocido.De estamanera,se ejercela accióndirectamente

sobre el núcleo, aunquepor mecanismosaún no aclarados(Norman y Litwack,

1984).

El NGF actúapreferentementea nivel nervioso, mediantecambiosen la

permeabilidadde la membranacelular, en la síntesisde ARN-m y proteínas,en la

proliferación y extensiónde los procesosneuríticosetc. (1-fon y Varon, 1977).

Sobre la maduración¡a v¡s’ro de los oocitos, no ha producido, hasta el

momento, efectos positivos en la rata (Dekel y Serizly, 1985), ni en el ratón

(Downs, 1989).
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MATERIAL Y METODOS.

1. MADURACION IN VITAO.

1.1.- MATERIAL.

1.1.1.-EQUIPO.

El equipoempleadoen la maduraciónita vitro es el siguiente:

Autoclave

Balanzade precisión

pH-metroy osmómetro

Baño tennostático

Placacalorífica

Material de laboratorio

Cabinade flujo laminar

Frigorífico-congelador

Estéreomicroscopio

Incubadorade CO2

Microscopio

Todoslos materialesempleadosseesterilizanmedianteautoclave(Autester-G,

Selecta),a 120
0Cy 1 atmósferade presión,durante30 minutos.

Losingredientesquecomponenlos mediosdecultivo sepesanen unabalanza

de precisión(Mettler H 72). Paraprepararlos mediosy parael lavadodel material

seempleaaguabidestiladay desionizada(WaterPro,Labconco).

El ajustedel pH delos medios se realizacon un pH-metro(Crison505). La

osmolaridadde los distintos mediosde cultivo se determinamedianteosmómetro

(AdvancedWide-Ranged,3W2).

Los sueros sanguíneosutilizados en los medios de cultivo (Suero Fetal

Bovino, SFB y Suerode Vaca en Estro, SVE) son inactivadospor calor al baño

maría(Memmertz),a560C,durantemediahora.Esteprocedimientotieneporobjeto
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desactivarciertasproteínasdel complementoque tienen efectosnegativosen los

sistemasde cultivo in vftro.

Las manipulacionesque exigen condiciones de esterilidad, como la

preparación y filtrado de los medios, alícuotas de sueros y de factores de

crecimiento,entreotras, seefectúanen cabinade flujo laminar (Captair,Gruma)

provistade luz ultravioleta.

El almacenamientoy conservaciónde los mediosde cultivo, factoresde

crecimiento, suerosetc., se realiza en una cámara frigorífica a 0-40C, y en un

congeladorque mantienela temperaturaa -240C.

La localización,seleccióny fijación de los oocitos,asícomosu pasoa través

de las distintasplacasde lavado,sellevan acaboempleandoun estéreomicroscopio

(Wild M3C), con ocularesde 10 aumentos(lOx de magnificaciónparalocalizar y

lavarlos oocitos y 25x parasu selección).

Duranteel tiempo necesariopara la localización, lavado y selecciónde los

oocitos,éstos se mantienensobreunaplacacalorífica(Mini Túb) a 390C,con el fin

de evitar los cambiosbruscosde temperatura.

El cultivo in vi:ro delos oocitosserealizaen la incubadoradeCO
2 (Heraeus)

queproporciona,de maneraconstante,un ambientede 39
0C, 5% de CO

2 y 100%

de humedaden el aire.

Para determinar las configuracionescromosómicasde los oocitos, tras su

fijación y tinción, se utiliza un microscopiocon contrastede fases(Leitz Laborlux)

a 120, 200 y 400 aumentos.

La conservaciónde los mediosdecultivo y suerosse realizaen botesy tubos

de cristal (Pyrex), esterilizadospreviamenteen autoclave, en las condiciones

antenormentemencionadas.
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El transportede los ovariosdesdeel mataderohastael laboratorioseefectúa

en un termo (Valira) de 2,5 1 de capacidad,paramantenerla temperaturaadecuada

y para su disección y limpieza se emplean tijeras Pean rectas, previamente

esterilizadasen el autoclave.

El materialde laboratorioutilizado: probetas,matracesde 40, 50 y 100 mI,

pipetasde cristal de 1, 2, 5 y 10 ml etc., es el suministradopor las firmas

comercialesmáscomunes.

Los mediosde cultivo se esterilizanmediantefiltros de membranaestériles

(Millex-GS, Millipore), con diámetrosde porode O,Sg,O,4gy de0,2vconectados

ajeringasplásticastambiénestériles(Bencton-Dickinson).El filtro utilizadoparael

aceitede silicona (Serva)quecubrelas microgotasde medio de cultivo, tiene un

diámetrodeporode0,4g.

La punción y aspiraciónde los folículos ováricos se lleva a caboutilizando

jeringasestérilesp]ásticas,desechables,de 10 ml (Bencton-Dickinson),conectadas

a agujas(Bencton-Dickinson)de 18 Gauge(1,2 x 40 mm). La sedimentaciónde los

oocitos se realiza en tubos cónicosde centrífugaestérilesde 15 ml (Nunc). La

aspiracióndel sedimentose efectúamedianteunapipeta Pasteurde 5 ml (Brand)

conectadaa una goma de aspiración.Para recogerel líquido folicular, despuésde

aspirado,asícomo parael lavadoy el cultivo de los oocitos, se utilizan placasPetri

estérilesde poliestireno, de 35 y 90 mm de diámetro (Nunc). Los oocitos se

manipulan siempre utilizando micropipetasdesechablesde 20 ¡¿1, previamente

esterilizadas(Brand). Además,con dichasmicropipetas,se fabricancapilaresde un

diámetro ligeramentemayor al de los oocitos con la ayuda de un mecherode

alcohol,a fin de denudarlosde las célulasdel cúmulo antesde su fijación.

Parala fijación y tinción de los oocitosse utilizan portaobjetosde cristal de

26 x 76 mm y cubreobjetosde 18 x 18 mm (Menzel-Glaser).
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1.1.2.-MEDIOS DE CULTIVO Y COMPOSICION.

En la maduraciónita vixro de oocitos se empleanlos mediossiguientes:

1— Medio de transporte.

El medioutilizadoparael transportede los ovarios,desdeel mataderohan

el laboratorio (Tabla 1), es unasolución fosfato-salinatamponada(PBS, Set-va),

suplementadacon un 2 % de SFB y antibióticos(100 UI/mí de penicilina y 10

mg/ml de estreptomicina,CEPA), a una temperaturade 35-380C.

TABLA 1. Composicidn del medio de transpone.

NaCí 8,000
XCI 0,200
Na

2l{PO, 1,150
KWPO, 0,200
CaCI2 (Anhidr) 0,100
MgCI2+6H20 0,100
SFB 2%
Penicilina 100 hL/ml
Estreptomicina 10 mg/ml

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

Para el lavado de los oocitos seemplea,como medio base, el M-]99 con

sales de Earle (Sigma), (Tabla 2); se le añade 1-Glutamina (20 mM, Gibco),

antibióticos(100 UI/mí de penicilinay 10 mg/ml de estreptomicina),2% de SFR y

salesde Hepes(25 mM, Sigma).

3- Medio de maduración(M-199).

Tienela mismacomposiciónque el anterior,aunquese diferenciaporestar

tamponadocon bicarbonatosódico y suplementadocon un 10% de suero (SFR o

SVE) y confactoresdecrecimiento,segúnlos distintostratamientosexperimentales.

Los tres mediosse ajustanapH 7,4 y a unaosmolaridaddc 295 + 5 mOs/L.
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Tanto los sueros,comolos factoresde crecimiento,se incorporana los mediosel

mismo día del cultivo in idtro. Los medios se equilibran,antesde su utilización,

durantedos horascomomínimo en la incubadorade CO2.

TABLA 2. COMFOSICION del M~I99* <g/L)

Salesminerales

Cloruro de calcio
Nitrato férrico
Sulfato magnésico
Cloruro de potasio
Acetatosádico(anhidr)
Cloruro sádico
FosfatoNa (monobísico)

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

Aminoácidos

DL- Al anina
L-Arginina
DL-Acido aspártico
L-Cisteína
L-Cistina
DL-Acido Glutámico
Glicina
L-Histidina
Hidroxi-L-Prolina
DL-Isoleucina
DL-Leucina
L-Lisina
DL-Metioaina
DL-Fenilaianina
L-Prolina
DL-Serma
DL-Treonina
DL-Triptófano
L-Tirosina
DL- Valina

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

Vitaminas

Caiciferol
Clorhidrato de colina
Acido fálico
Menadiona
Mio-Inositol
Niacinamida
Acido nicotínico
Ac. para-anñnohenzoico
D-Acido pantoténico
Piridoxal
Piridoxina
Acetato de retinol
Riboflavina
Fosfato de tocoferol
Tiamina

Otros

Sulfatode adenina
Trifosfatode adenina
Acido adenflico
Colesterol
Desoxirribosa
Glucosa
Glutation (reducido)
Guanina
Hipoxantina
Tween80
Ribosa
Timuina
Uracilo
Xantina

Acido ascérbico
D-Biotina

Morganeta)., 1950.

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

0,010
0,001
0,0002385
0,0002
0,0005
1,000
0,00005
0,0003
0,0003
0,020
0,0005
0,0003
0,0003
0,000344

0,0000566
0,00001
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1.1.3.-PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

En la preparación de todos los medios se utiliza agua bidestilada y

desionizada.El pH seajustaa 7,4, la osmolaridada 295 ±5 mOs/L y seesteriliza

medianteel pasoa través de un filtro de membrana,con un diámetro deporo de

0,22~¿, en campanade flujo laminar.

Posteriomente,sealmacenanen frascosde cristal estérilesde 10 mí, a 40C

hastael momentode su utilización.

Los dostipos desuerosqueseempleansonel SVE y el SFR. El primero se

obtuvo de vacas,7 horasdespuésdel inicio de los signospsicosomáticosdel estro

(Kruip, 1988). La sangre, tras su extracción, se dejó reposaren tubos estériles

durante48 horasa 40C, manteniendoun ángulode 450, con el fin de obtenerel

suero.El SFR lo suministranfirmas comercialesyapreparado(Cultek). Ambostipos

de suero se inactivanal bañomaríaa 560<?,durante30 minutos.

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

alicuotany almacenana -240C en tubos de cristal, estériles,hastael díade su uso.

Los factoresdel crecimientoutilizados,EGF(0,1 mg, SigmaChemicalCo.)

eIGF-I (10 ¡xg, BoehringerMannhein),sesolubilizancon5 mide M-199, sin suero,

se diluyen y alicuotanen tubos plásticosestériles(Eppendorf).

Parael EGF, cadatubo contiene50 ng en un volumenfinal de 10 s1 y para

el IGF-l, 100 ng en 25 pl. Las alícuotasse congelanposteriormentea -240C hasta

el momentode su uso. El productocongeladotiene una validez máximade tres

meses.
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1.2.- METODOS.

1.2.1.-ORTENCION DE LOS OVARIOS.

Los ovariosseobtuvieronde novillas sacrificadasen el matadero(GYPISA,

Pozuelode Alarcón, Madrid) y fueronrecogidosrápidamentetras la exanguinación

de los animales.Se transportaronal laboratorioen un termo conPBS a 35-380Cy

siempredentrode las dos horas siguientesa la obtenciónde los mismos.

Una vezen el laboratorioselavantres vecescon PBS, paraeliminarsangre

y adherencias.Paramantenerla temperaturade los ovarios,durantesu procesado,

se colocan en un vasode precipitado(con 500 ml de PBS)en el baño termostático

a 380<?.

1.2.2.OBTENCION DE LOS OOCITOS.

Seaspirael contenidode los folículoscuyo diámetroestécomprendidoentre

2 y 8 mm, utilizando agujas hipodérmicasde 18 G, conectadasa jeringuillas

plásticasde 10 ml. El líquido folicular sedepositaen tubos cónicosdecentrífuga,

dejándolosen reposodurante30 minutosen la incubadorade C02 (a 390C,5% de

C02 y 100% de humedaden el aire), con el fin de favorecerla precipitacióndel

sedimentoqueestácompuestodeoocitos,célulasfoliculares,célulasdedescamación

etc.

Transcurridoestetiempo, el sedimentoseaspiracon unapipetaPasteury es

depositadoen unaplacaPetri de 9 cm de diámetro,junto con unaproporciónigual

de mediode lavado(M-199L).

Los oocitosselocalizany recogenutilizandounalupaestereoscópicaa25x,

mediantemicropipetade 20 j¿í conectadaa una goma de aspiración.Los oocitos

aisladosde estamanera,del líquido folicular, se introducenen la primeraplacade
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lavado<LI) y, seguidamente,secambiande unaplacade lavadoaotra (LI-L2-L3-

LA y LS); cadaunade las placasde lavadotiene 2 ml de medio.Esteprocedimiento

tiene por objeto eliminar las impurezasque llevan adheridaslos oocitos antesde

seleccionarlosy colocarlosen el mediode maduración.

El pasode los oocitos por las distintas placas de lavado sedeberealizar

rápidamente,ya que los gametosfemeninosson extremadamentesensiblesa los

cambiosde temperaturay pH.

1.2.2.a.-Selecciónde los oocitos.

La selecciónde los oocitos se estableceen función de los siguientescriterios:

Todos los oocitosconsideradosaptos parala maduraciónita

vta-odebenposeerun citoplasmacon un granuladofino y uniforme.

El ooplasmadebellenarcompletamenteel espaciodelimitadopor la

zonapelúcida.

Aquellos oocitos que presentan un acusado espacio

perivitelino,el citoplasmaretraído,abundantevacuolizacióno la zona

pelúcida rota, no son consideradosaptos para el estudio y se

eliminan-

Lascélulasdel cúmuloquerodeanel oocitodebenpresentarse

en capas célulares uniformes y compactas, no deben estar ni

expandidasni dispersas.Tampocopuedenpresentaraglutinaciones

celularesy debenpermitir la distincióndel oocitoy la zonapelúcida.

80



1.2.2.b.- Clasificación de los ooc¡tos.

Una vez seleccionados,y antesde iniciar el períodode cultivo, los oocitos

se clasificanen tres categorías,segúnla morfologíadel cúmulo de células que lo

rodean:

Oocitos tipo A.

Oociios tipo E.

Oociros tipo C.

Presentanun cúmulo

con másde 6 capas

de células.

Estánrodeadostan

sólo por 4-6 capas

celulares.

Seencuentrandenudados

o parcialmentedenudados

de célulasdel cúmulo.

La maduraciónde cada tipo de oocitos siempre se realiza de manera

independientede los otros tipos.

1.2.3.- CONDICIONES DEL CULTIVO DE MADURACION.

Los oocitos se cultivan en placasPetri estériles,de 9 cm de diámetro. El

mediode maduraciónsedisponeen las placasen forma de microgotas(50 ¡¿1); estas
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1.2.3.-CONDICIONESDEL CULTIVO DE MADURACION.

Los oocítos se cultivan en placasPetri estériles,de 9 cm de diámetro. El

mediode maduraciónsedisponeen lasplacasen forma de microgotas(50sí); estas

seformanutilizandounajeringaestérilde 2 mí, conectadaa unaaguja hipodérmica,

tambiénestéril, de 23 G.

Posteriormente,las microgotassecubren totalmentecon aceitede siliconay

se colocan, duranteun mínimo de dos horas, en la incubadorade C02 antesde

iniciar el periodo de maduración ita viti-o. Este procedimiento tiene como fin

equilibrarel mediode cultivo con las condicionesambientalesen la incubadora.En

cadamicrogotase colocan 5 oocitosdel mismo tipo morfológico.

La maduración ita viti-o se lleva a caboen la incubadorade CO2, con una

temperaturade 39
0C, 5% de C02 y 100% de humedaden el aire, duranteun

periodode 24 horas.

1.2.4.-EXPERIENCiASDE MADIJRACION lAY VJTRO.

Experimento 1. Efecto de los sueros y de los factores de crecimiento

sobrela expansiónde lascélulasdel cumuloen la maduracióniii viti-o de

los oocitos.

Paraevaluarel efectode los factoresde crecimientoy los suerossobre la

expansióndel cúmulocelulardurantela maduraciónde los oocitosita viti-o, hayque

tener en cuentala expansióndel cúmulo celular que rodea los oocitos.En este

experimentosolamenteseutilizan oocitosdel tipo A (con un cúmulocelularde más

de 6 capasde células).

La maduraciónnuclearde los oocitossedeterminatras su fijación y tinción.

En amboscasos,expansióny maduración,la experienciase lleva a caboa las 24 h
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de iniciar el cultivo de maduraciónita vitro.

Los oocitos se cultivaron para la maduración in viti-o en los siguientes

medios,constituyendoen total 12 tratamientos:

GRUPO 1. M-199 sin suplementaciéncon suero.

Tratamiento 1: M-199.

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

Tratamiento 3: M-199 + IGF-l (100 ng/mI).

Tratamiento 4: M-I99 + EGF (50 ng/mi) + IGF-1 (100 ng/mI).

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

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

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

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

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

GRUPO m. M-199 suplementadocon 10% de Suero de Vaca en Estro.

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

Tratamiento 10: M-199 + 10% S.NtE. + EGF (50 ng/mI).

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

Tratamiento 12: M-199 + 10% S.V.E. + EGE (50 ng/mI) + IGF-1 (100 ng/mi).

En esteexperimentose utilizaron un total de 1.096oocitos.

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

crecimiento en la maduración ita vftm.

Paradeterminarla influencia de dos suerosdistintos,sobre la maduraciónfra

it iro, el mediode cultivo sesuplementóconSueroFetal Bovino (SFR) o conSuero

de Vaca en Estro (SVE). De esta manera,se definen tres grupos de mediosde

cultivo: Grupo 1, sin suero y tomadocomo grupo control; Grupo II, con SFR y
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Grupo III con SVE.

Laconcentracióndeambossuerosen el mediode maduraciónesdel 10% y/y

y siempreseañadenel mismo día del cultivo in vUro, cuandosepreparael medio

de maduración.

A los mediosanterioresse añadieronfactoresde crecimientoparaestudiar

la acciónde éstos sobrela maduraciónita vttw de los oocitos.EstosFC, (EGF e

IGF-1) se añadierona los tresgrupos de medios de maduración,definidos en el

punto anterior. De esta manera, en cada grupo de medios de cultivo quedan

definidos5 tratamientosde maduracióndistintos, comose observaen la siguiente

tabla:

GRUPO 1. M-199 sin supleznentacióncon suero.

Tratamiento 1: M-199.

Tratamiento 2: M-199 + EGE (20 ng/mI).

Tratamiento 3: 34-199 + EGF (50 ng/mI>.

Tratamiento 4: M-199 + IGF-1 (100 ng/mI).

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

GRUPO U. 34-199suplementadocon 10% de Suero Fetal Bovino.

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

Tratamiento 7: M-199 + 10% 5.F.B. + EGE (20 ng/mI).

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

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

Tratamiento 10: 34-199 + 10% S.F.B. + EGF (50 ng/mI) + IGF-I (100 ng/mi).

GRUPO 111. 34-199suplementadocon 10% de Suero de Vaca en Estro.

Tratamiento II: 34-199 + 10% S.V.E..

Tratamiento 12: 34-199 + 10% S.V.E. + EGF (20ng/mI).

Tratamiento 13: 34-199 + 10% S.V.E. + EGF (50ng/mI).

Tratamiento 14: 34-199 + 10% S.V.E. + IGF-1 (100 ng/mI).

Tratamiento 15: 34-199 + 10% S.V.E. + EGF (50 ng/mI) + IGF-1 (100 ng/mI).
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En esteexperimentoseutilizaronlos trestiposmorfológicosde oocitos(tipos

A, B y C) segúnla clasificacióndescritaanteriormente(punto1.2.2.b>.

De este modo, se evaluaronun total de 4.974oocitos, 1.515 oocitosen el

grupo control (sin suero), 1.678 oocitoscon SFR y 1.781 con SVE.

Experimento3. Efectode lascélulasdelcumulo en la maduración¡a viti-o

del oocito.

Paradeterminarla influenciade lascélulasdel cúmuloen la maduraciónita

viti-o, se cultivaron los oocitosen los mediosdemaduración,segúnel númerode

capasdel cúmulo que presentan(tipos A, B y C, punto 1.2.2.b).El cultivo se

realizó de maneraindependienteen los tres grupos,utilizandoparaello el sistema

de microgotas.

Con el fin de estudiarademáslas accionesde los sueros y los FC, se

emplearon, en la maduración de cada grupo, los 15 medios descritos en el

experimentoanterior.

Se evaluaronun total de L794 oocitosdel tipo A, 1.573 del tipo B y 1.607

del tipo C.
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2. FECUNDACION IN VITRO.

2.1.- MATERIAL.

2.1.1.-EQUIPO.

El equipoempleadopara la fecundaciónita viti-o es el mismoquese utiliza

parala maduraciónita viti-o, salvoel siguiente:

Paraconservary manejarlaspajuelasde semencongeladosedispusode un

tanquede nitrógenolíquido (Taylor-Warton2C2).

Lascentrifugacionesparael lavadodel semenseefectuaronen unacentrífuga

(Heraeus)con temperaturacontrolada.

Pararealizardilucionesy añadirvolúmenesa las gotasde fecundaciónse

utilizaron pipetas automáticas (Eppendorf). Las puntas de dichas pipetas se

esterilizaronen autoclaveen las condicionesindicadasen el punto 1. 1. 1.

El recuentodelnúmerode espermatozoidesseefectuóen un hematocitómetro

de Búrker (Brand).

2.1.2.-MEDIOS DE CULTIVO Y COMPOSICION.

Parala fecundaciónita viti-o de occitos, seemplearontresmedios<Tabla 3)

que son modificaciones del medio Tyrode (TALP, descrito por Bavister y

Yanagimachi,1977).
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1. Medio de lavado y capacitaciónde espermatozoides(Spenn—TU.

EstemedioseajustaapH 7,6<ajustadocon7,5% y/y de bicarbonatosódico,

Younis e: aL, 1989)y unaosmolaridadde295 ±5 mOs/L. Parala capacitaciónde

los espermatozoidesseempleóel mismomedio,pero suplementadocon 100 sg/ml

de heparinasódica(Sigma).

2. Medio de lavado de oocitos (L-Tfl.

Despuésde] periodode maduración, los oocitosselavaron tres vecescon este

medioque tiene un pH de 7,4 y 265 ±5 mOs/L. -

3. Medio de fecundación <Fec-T9.

El medio dondeseproducela fecundacióntiene un pH de 7,4 y 295 1 5

mOs/L de osmolaridad.

TABLA 3- FORMULACION BASICA DE LOS MEDIOS IJIlLIZADOS EN LA FECUNDACION

iN VITRO.

Lavado y
Ingrediente

Lavado
Unidades Capacitación oocitos Fecundación

114,0NaCI mM 114,0 114,0
KC1 mM 3,2 3,2 3,2
NaHCO, mM 25,0 2,0 25,0
Na2HPO4.2H02 mM 0,4 0,4 0,4
Lactato Sádico

t mM 10,0 10,0 ¡0,0
CaCI

2 mM 2,0 2,0 2,0
MgC12.6H,0 mM 0,5 0,5 0,5
Rojo fenofl sg/mI 10,0
HEPES mM 5,0 10,0 10,0
PiruvatoSédico mM 1,0 0,5 0,5
GentamicinC g/ml 0,02 0,02

BSA (AIbónxina sérica
Bovina hace. W mg/mi 6,0 3,0

5.1 sádica .1 60%.

Prqnd. del. fneciá, Y, libre de ácido. graso..
QAe,tk).
(S~n).
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Solucionesstocks

.

Piruvato sódico (25 mM) 50 mg/ml en sol. salina’.
Gentamicina 50 mg/ml en sol, salina
Heparina sddicab 5 mg/mi en sol. salina

‘(Solución salina: 0,9 g NaCí/ml en agua destilada p/v>.
(Solamenteen el medio de capacitación).

Inmediatamenteantesde la utilizaciónde los mediosseañadieron,cuatrode

sus componentes(sales de HEPES, piruvato sódico, albúmina sérica bovina y

gentamicina).Exceptoen el casodel Sperm-TI,los mediosseequilibrarondurante

dos horas,en la incubadorade CO2 a 39
0C.

2.1.3.-PREPARACIONDE LOS MEDIOS

La preparación,esterilizacióny conservaciónde los mediosseefectuóde la

manera indicadaen el punto 1.1.3. Las condicionesde pH y de osmolaridadson

distintasdependiendodel medioempleadoy anteriormentesehan descritoparacada

medio.

2.2.- METODOS

2.2.1.-OBTENCION DEL SEMEN.

Como fuente de espermatozoidespara la FIV se utilizó semencongelado

procedentede toros de raza Frisona, preparado y conservado en pajuelas

(CENSYRA; ColmenarViejo, Madrid).

El semen se obtuvo medianterecogida en vagina artificial, se contrastó

(motilidad > 80%, <15% morfoanomalías,<20% de acrosomasdañados)y se

diluyó a dosis de 32 x 106 espermatozoides/pajuela,que se congelaron

posteriormente;paraello se utilizó un diluyentecomercial(Triladyl).
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Como comprobación,se descongelaron(390C durante 20 segundos)y

contrastaronalgunaspajuelasde las destinadasa utilizar parala FIV, utilizandoel

Hamilton Motility Analizer-2000 (Censyra, Colmenar Viejo, Madrid) que

proporcionólos siguientesdatos:

CONCPNTRACION ESPERM. 3,2x10’/.nI

MOTILIDAD PROGRESIVA 42,2%

MOTRIDAD TOTAL 67,3%

VELOCIDAD RANDA ¡0,0%

VELOCIDAD MEDIA 29,0%

VELOCIDAD LENTA 5.0%

VELOCIDAD PROC. MEDIA 46,1 mnicr.uI.q

MEDIA DE MOV. RECPILft4EO 91,2%

ELONCACION MEDIA 0,57 micras

FREC. MOV. FLAGELAR 9,9 Hz

El transportede las pajuelashastael laboratorio y su almacenamientoy

conservaciónhastael dfa de su uso, se realizó en un tanquede nitrógenoliquido.

2.2.2.-PREPARACIONDELOS ESPERMATOZOIDESPARA LA Fil’.

En el transcursode preparaciónde los espermatozoidessedebenevitar, en

todo lo posible,los cambiosbruscosde temperaturaque son muy perjudicialespara

los espermatozoidesya desdeel momentode su descongelación.Por lo tanto, todo

el materialquevayaa estaren contactocon los espermatozoidesdebeencontrarse

siemprea temperaturaadecuadaparaevitar pérdidasde espermatozoides.

En la preparaciónde los espermatozoidespara la FIV, a partir de semen

congelado,sesiguió la metodologíadescritapor Parrishel aL (1986), con algunas

modificaciones.E] procesoempleadoconstade los siguientespasos:

1. Descongeladodelsemen.Las pajuelasde semense descongelan(390C

durante20 segundosal bañomaría), se cortansusextremosy el semenseintroduce

en un tubo estéril de cristalque se mantieneen el bañotermostíticoa 390C. Se
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toma una muestra y se compruebala motilidad de los espermatozoides,en el

microscopio,que no debeser menordel 60-70%.

It Separaciónde la fracción móvil (“Swim up5. Se deposita1 ml de

sperm-Tlen seis tubosestérilesde cristal (12 x 75 mm) previamentemantenidosa

390C. Se introducen0,25 ml de semenbajo el sperm-Tlen cadatubo, utilizando

paraello unapipetaestéril. Seguidamente,los tubos sellevan cuidadosamentea la

incubadorade CO
2 dondese mantienencon unainclinaciónde 450, durante1 hora

a 39
0C,5% de CO

2 y 100% de humedaden el aire.

Este proceso tiene por objeto separary seleccionarlos espermatozoides

móviles de los que no Jo son o estánmuertosy que, por lo tanto, no tienenpoder

fecundante(Swim-up”, Lepatae: al., 1976).

III. Lavado delsemen.Trasel periodode separaciónde la fracción móvil,

se recogende cadatubo 0,85 ml del sobrenadante.El total obtenidode todos los

tubos se introduce en uno de centrífuga,junto con una cantidadde sperm-TI, a

39
0C,hastacompletarun volumende 10 ml.

Seguidamente,secentrifugaa 10(X) x g durante9 minutos; luegose aspira,

cuidadosamente,el sobrenadantey se vuelvearesuspenderel sedimentocon sperm-

‘fi hasta 10 ml de volumen.Sevuelvea centrifugar, comoen el pasoanterior,y se

repite la aspiracióndel sobrenadante.

De esta manera, se efectúael “lavado” del semen,eliminándoseciertos

componentesadversos(diluyente,plasmaseminal,etc.)quedificultan e impiden la

capacitacióndel espermatozoide.

Tras el aspiradodel sobrenadante,se resuspendeel sedimentoresultantecon

Sperm-Tl(suplementadocon 100hg/ml de heparinasódica)hastaun volumende0,5

ml. A continuación,se toma una muestrade 5 jA para efectuarel recuentode los

espermatozoidesy el resto se lleva, cuidadosamente,a la incubadorade C02.
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IV. Induccióna la capacitación.Uegadosa estepunto, los espermatozoides

se mantienen 15 minutos en la incubadorade CC», con el fin de &cilitar la

capacitacióny la reacción acrosómica,favorecidaspor la heparina.Duranteeste

tiemposeefectdanlos cálculosparaaveriguarJaconcentracióndeespermatozoides.

El recuentode los espermatozoidesseefectúamedianteunacámarade recuentotipo

Búrker, utilizandoel siguienteprocedimiento:

Sediluyen 5 ~l del volumende espermatozoidescon 95 pl de agua

destiladaa24 0C. Secolocaun cubreobjetos,sobrela cámara,y sedepositan

cuidadosamente,10 ¡4 de estadilución en ambascarasdel hematocitómetro

dejándolo en reposo 5 minutos para que sedimenten las células.

Posteriormentese cuentan25 cuadrospequeños<dimensiones50x50x100

mm= 1/4.000 mi), en cadacarade la cámara,y secalculala concentración

de los espermatozoidesde la siguientemanera:

Esper/ml= M x factor de dilución x volumen del cuadro x % motil x 1000

M esel n0 de esperm.(z)/cuadro(u/25).

Factorde dilución: 20 (5 en 95).

Volumen del cuadro(en ¡nl): 4000.

% motil: % de espermatozoidesmóviles.

1000: paraexpresarla concentraciónen ml.

Despuésdelrecuento,seefectúanlasdilucionescorrespondientes,con

el fin de ajustarla concentraciona 25x1(t esperm/ml,aproximadamente.

La concentraciónde espermatozoidesque se añadea las gotasde

fecundaciónesde lxl(Itesperm/ml. La fecundaciónserealizaen microgotas

de SOpí, luego se necesitan50.000 esperm/microgota.Por lo tanto, el

volumende la dilución de espermatozoidesa añadirpor gota es:

50.000/25x106
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Todosestoscálculostienencomofinalidad conseguirqueseañadaa

lasgotasde fecundaciónun volumenmuy pequeño(entre2 y 3 ¡¿1>,parano

cambiarlas condicionesfisicoquímicasdel mediode fecundación,yaqueéste

estádispuestoen microgotasy, por lo tanto, tieneun volumenmuy pequeño

(50~1).

Tras el periodode incubación,se tomauna muestrade los espermatozoides

con el fin decomprobarla calidaddel semen.Seevalúala motilidad (> 80%) y la

aglutinacióncabeza-cabezade los espermatozoides.

2.2.3.-PREPARACION DE LOS OOCITOS.

Despuésde 24 horasde maduraciónir, vitro, seeliminanpartede las células

del cúmulo medianteel pasode los oocitos por las micropipetas. Los oocitos de

cadagrupo (A, B y C) selavan, independientementede los otrosgrupos,tres veces

en L-TI, introduciéndose,tambiénindependientemente,en las gotasde fecundación

hasta el momentode la inseminación.El medio de fecundaciónse dispone en

microgotasde 50 ¡¡1, situadasen placasPetride poliestireno,estériles,de 3,5 cm de

diámetro.Las microgotassecubrentotalmenteconaceitede siliconay seequilibran

en la estufade CO2 a 39
0C dos horasantesde iniciar la fecundaciónin viti-o. En

cadamicrogotasecolocan5 oocitosde cadatipo.

2.2.4.-CONDICIONES DE INSEMINACION.

A cadagota de fecundaciónse añadende 2 a 3 ~¿ldel sementratado con

heparina, de manera que la concentraciónde espermatozoideses de 1 x 106

espermatozoides/ml.Oocitos y espermatozoidesse mantienen juntos, en la

incubadoradurante18-20horasa 390C, conun 5% de CO
2 y 100% dehumedaden

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

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

la fecundación iii vitm.

Se colocaron los oocitos en tres medios distintos de maduracióny se

fecundaronin vitro bajo idénticascondiciones.Losoocitossedividieron en los tipos

antenormentedescritos(A, B y C; punto 1.2.2.b)y su maduracióny fecundación

serealizó de maneraindependiente.

Los tratamientosempleadoscomo mediosde maduraciónson:

Tratamiento1: M-199 (control)

Tratamiento2: M-199 + SFB + FC (IGFl, 100 ng/ml + EGF, 50 ng/mI)

Tratamiento3: M-199 + SVE + FC (IGFI, 100 ng/ml + EGE, 50 ng/mI)

De esta manera se maduraron y fecundaronun total de 1.495 oocitos

distribuidosde la siguientemanera:260 oocitoscon el tratamiento1, 651 oocitos

con el tratamiento2 y 584 con el tratamiento3.

Experimento2. Efectode las célulasdel cúmulosobrela fecundaciónin

vU,~.

Con el fin de conocerla influenciaquelas capasdel cúmulo tienen sobrela

fecundación,los oocitosfueron distribuidospara la FIV en tres categorías(A, B y

C; punto 1.2.2.b),de acuerdocon la clasificaciónseguidasegúnel númerodecapas

del cúmulo.

Seemplearonlos mismosmediosde maduraciónqueen el punto anteriory,

asimismo, los distintos grupos de oocitos se maduraron y fecundaron

independientementeunosde otros.Sevaloraron532 oocitosdel tipo A, 500del B y

46<) del tipo C.
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3.— FIJACION Y TINCION.

Paravisualizar las estructurascromosómicasseutiliza unametodologíade

fijación y tinción basadaen la técnica descrita por Chang (1951), con algunas

modificaciones.El procedimientoempleadoes el siguiente:

Los portaobjetosy cubreobjetosse limpian y desengrasananta de su

utilización con una mezcla de etanol (96%) y éter etílico (1:1). Sobre los

portaobjetossedepositandos líneasparalelasde siliconalíquida, utilizando~ra ello

unajeringade 10 ml conectadaa unaaguja de 21 0, de tal maneraquela distancia

entre las dos líneasseamenora la del anchode los cubreobjetos(Véasefigura).

E
e

SIliCONA

IflITO

LATERAL

Les oocitosseleccionadospara la fijación y Unción se extraendel medio de

cultivo y se lavan con PBS, ya que la orceinaque seutiliza para la tinciénpuede

hacer precipitar ciertos componentes del M-199. Los oocitos se aspiran

repetidamente,utilizando una micropipeta de 20 pl, con el objeto de eliminar

mecánicamentelas células del cúmulo.

Sobre el portaobjetosse depositauna pequeñagota de PBS en la que van

incluidos 10 ó 15 oocitos,y sobreellos se colocael cubreobjetos,quesc presiona

ligeramentehastacontactarcon la gota.

flOflTAL
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El siguientepasoesla introduccióndel portaobjetosen una cubetadecristal

con la mezcla fijadora (metanol absoluto-ácidoacético glacial, 3:1, Merck),

manteniéndolosasídurante48 h.

Pasadoesteperiodode tiempo,las preparacionesestánlistasparasu Unción.

El coloranteutilizadoesla orceinaacética(Merk)quesepreparadisolviendo2 g del

coloranteen 45 ml de ácidoacéticoglacial llevandola mezclaaebullición. Unavez

disuelto el colorante, la solución se enfría completándoseel volumen con agua

desionizaday bidestiladaen unaproporción4,5:5,5. La solución final sefiltra (0,2¡¿

de diámetrode poro) antesde almacenaría.Conservandola solucióna40C sepuede

utilizar durantetres meses.

Despuésdelperiodode fijación, los portaobjetosseextraende la soluciónde

fijación, se secancon papel absorbentey se ponenbajo el estereomicroscopio.Se

toma colorantecon unajeringa de 2 mi, conectadaa una aguja de 25 G, y se

depositanunasgotas en uno de los extremosdel portaobjetos;de esta manera,el

colorante pasa poco a poco, por capilaridad, a través de todo el espacioentre

portaobjetosy cubreobjetoshastallegaral extremoopuesto.

El excesode coloranteseelimina, de las preparacionesque lo necesiten,

depositando,en el mismolugar queel colorante,ácido acéticoal 25% (1:3 y/y en

aguadesionizada)ó al 45% (4,5: 5,4 y/y en aguadesionizada).

La observaciónde las preparacionesy la valoraciónde los resultadosse

realizaen el microscopioa 40x en campo claro y con contrastede fases.
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4.- EVALUACION DE LOS RESULTADOS.

4.1.- EXPANSION DEL CUMULO CELULAR.

El criterio de expansióndel cúmulo (Véase el siguienteEsquema)es el

siguiente:

- Expansiónnula. No existeexpansiónapreciabledel cúmulo.

1 Pequeñaexpansiónde aproximadamenteun diámetro del

oocito.

2 Expansiónapreciable,de unosdos diámetrosdel oocito.

3 Expansiónmáxima, de más de tres diámetrosdel oocito, e

incluso de las células de la corona radiada.

Valoración de Expansión del Cúmulo

+ (Expansión Leve)

O (No expansión 3

96



Los oocitosvaloradospor la expansiónde su cúmulo se fijan y setillen con

orceinaacéticaparavisualizarsuestadode maduraciónnuclear.

4.2.- CRITERIOS DE MADURACION IN VITAO.

Tras la fijación y tinción de los oocitos se evalúan las siguientes

configuracionesmeiótieas,segúnlos criterios de Xu e: aL (1986)y de Sirardet aL

(1989).

Vesículagerminal (GV). El núcleodel oocito estáintacto. La membrana

nuclearesvisibley la cromatinaestásolamentedispuestaalrededordelnucleolo,que

habitualmentetambiénestápresente.En el restodel núcleohay pocaszonasquese

tiñan con orceina,aunque,a veces,la cromatinasedistribuyeen grumosque sí se

tiñen.

Diacinesis(DIAC). Desaparecenla membrananucleary el nucleolo, lo que

constituyela degradacióny desapariciónde la vesículagerminal (GVBD). A veces,

se observa la membrananuclear de forma difusa, y los cromosomasbivalentes

comienzana contraersee individualizarse.

Metafase 1 (M-I). Los cromosomasse encuentran condensadose

individualizados,al máximo,y generalmenteagrupadosen masay aglutinadosen la

zonaecuatorialdel oocito.

Anafase 1 (A-I). Ocurre cuandolos cromosomas,que se encuentranbajo

división o segregación,se disponena lo largo del husoacromático.

Telofase1 <T-I). La posiciónde los cromosomasesterminal,en ambospolos
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del husoacromático.A vecessepuedeobservarla membranadel primercorp~isculo

polar, aunqueel huso acromáticoestétodavía presente.

MetafaseII (M-II). En este estadio los cromosomasestáncontraídosy

situadosen el ecuadordel segundohusoacromático.Además,tambiénsevisualizan

los cromosomascorrespondientesal primer corpúsculopolar.

Degenerados(DEG>. Todasaquellasestructurasnuclearesquese tillen con

la orceina,queseencuentrandispersase incompletas,o grandeszonasvacuolizadas

y fragmentadasen el citoplasmadel oocito, son consideradascomodegenerativas.

4.3.- CRITERIOS DE FECUNDACION IN VITRO.

A las 18-20horaspost-inseminación,los oocitossedenudancompletamente

de las capasdel cúmulo, selavan tres vecesen PES y se fijan y tiñen con objetode

determinarlasconfiguracionesnuclearessiguientes,segúnlos criteriosde Leibfried

et al. (1986), Fukui (1990) y Coskumet aL (1992).

PremetafaseII (PM-li). Se agrupanaquí aquellosoocitos quepresentan

configuracionesmeióticasanterioresa la de metafaseII (GV, M-I y A-T 1).

MetafaseII (M-U). Oocitos que presentanel estadiode M II pero ningún

signode fecundación,ni penetraciónespermática.

Penetrados(PEN).Se incluyena su vez, en estegrupo, los oocitosquehan

sido penetradospor espermatozoides,distinguiéndoseentreestos los dos criterios

siguientes:

Pronúcleos (PN). Aquellos oocitos que presentandos pronúcleos

(masculinoy femenino),el segundocorpúsculopolary, en ocasiones,

restos de la cola del espermatozoide,o bien aquellosquepresentan
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un pronúcleo y una caben de espermatozoideen proceso de

descondensación.A los oocitosquepresentaronestaconfiguraciónse

les denominafecundados(FEO.

Poliespbmicos

espermatozoide.

descondensación

(POLIS). Oocitos penetradospor mis de un

Se pueden presentar pronúcleos masculinos,

de las cabezasespermáticao ambascosasa la vez.

Degenerados(DEG). Oocitos con estructurascromosómicasdispersas,

fragmentadaso incompletas.Grandeszonasde vacuolizacionesen el citoplasma.

Otros. Partenogenéticoso estructurasno visualizables por fallos de la

tinción.

5.- ANALISIS ESTADISTICO.

El análisis estadísticode los resultadosse realizó con el programaBMDP:

BiomedicalDato Program, en el Centrode Cálculo del Carnpusde Somosaguas,

UCM.

Se efectuaronun Análisisde Varianza,para estudiarla distribuciónde las

variablesestadísticasy testded¿ferenciademediascon la correcciónde Bonferroní,

para comprobarque los gruposde nuestroestudioy las distintasvariablesposeen

diferenciasestadísticamentesignificativas.

En el caso de la experiencia3.1.B.4.1 se realizó ademásel estudiode la

correlación general entre los grupos de oocitos expandidosy madurados.Las

variablesestadísticasanalizadasson:
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1% dc expansiónde los oodftosen

-Grupo control, GrupoSFR y Grupo SVE.

-FC (EGE 50, IGF-l 100 e IGF-1+EGF)

-Tipo de oocito (A)

// % de maduración (GV, DEG y MII) de los oocitosen:

-Grupo control, Grupo SFR y GrupoSVE.

-FC (EGF20, EGF 50, IGF-1 100 e IGF-1+EGF)

-Tipo de oocito (A, By C)

1 % defecundación(PEN, POLISy FEC) en:

-Grupocontrol, Grupo SFR + FC (IGF-1 +EGF) y GrupoSVE

FC (IGF-1+EGF).

-Tipo de oocito (A, B y C)

+

100
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4.- RESULTADOS.

Los resultadosobtenidosse analizansiguiendola metodologíaempleada.En

primer lugar, seindicael porcentajede recuperaciónde oocitosrespectoal número

de ovarios utilizados y de folículos aspirados. Seguidamente,se exponen los

experimentoscorrespondientesal efecto de los factoresde crecimientoy sueros

sobre la expansióndel cúmulocelular.En tercerlugar, lascifrasde maduraciónin

vitro obtenidascuandosesuplementaronlos mediosde maduracióncon fáctoresde

crecimientoy suerosy, finalmente, los valores conseguidosen los experimentos

correspondientesa la fecundacióniii vitro de los oocitos,mostrandola influenciadel

suero, los factoresde crecimientoy la presenciao ausenciadel cúmulo celular.

Recuperaciónde oocitos.

Antes de comenzarlos experimentosde maduracióny fecundaciónin vftro,

seefectuéun trabajoprevio, con el objeto de ponerapunto la metodología,en lo

concernientea la punción y aspiraciónfolicular y averiguar el número y tipo

morfológico de los oocitosobtenidosempleandoesta metodología.En este estudio

preliminar,comodemuestrala Tabla4, seseleccionarony aspiraron1.162 folículos

de 131 ovarios,lo queprodujounacifra mediade 8,6 folículospor ovario (máximo

de 15, mínimo 1). En tota] se recuperaron778 oocitos, lo quesuponeun 67,5%

respectodel númerode folículos ováricosaspirados.

TABLA 4. Recuperaciónde oocitos. Estudio preliminar.

N ovarios. 131
N’ folículos aspirados 1.162
N0 folíc/ovario ±s.e.m 8,3 ±0,9
N0 oocitos recuperados 778
% recuperan. ±sean. 67,5 ±3,4
N0 occitos seleccionados (%) 474 (40,7)
Tipo A (50 188 (39,6)
Tipo B (50 150 (32,2)
Tipo C (50 136 (28,3)
N0 oocitos ovario (A+B+C) 3,6
N occitos/ovario (A+B) 2,5
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De todos estosoocitos recuperados,se seleccionarofl,como aptospara el

cultivo de maduracióniii vitro un 40,7%,divididosen los tresgruposmorfológicos

descritosen el materialy métodos(A, B y C). Parael tipo A, seobtuvo un 39,6%

del total de oocitosrecuperados,parael tipo iB del 32,2%,y parael C, el 28,3%.

El restode los gametosrecogidos,un 59,3%, lo componenoocitoscon el

cúmulo degenerado(22,7%) y oocitoscon signosdegenerativosen el citoplasma,

rotos o inmaduros(36,6%).El númerodeoocitosseleccionadoqueposeíancúmulo

celular (A+B) fue de 2,5 oocitos/ovario, mientras que para los tres tipos

morfológicos(A+B+C) fue de 3,5/ovario.

Los datossobreel númerode ovariosutilizadosy de folículosaspiradosen

los experimentos1, 2 y 3, se presentanen las tablas5 y 6 de maneraseparada,ya

que, en el experimento1 (expansióndel cúmulo), sólamentese utilizaronoocitosdel

tipo A, mientrasque, en los otros dos experimentos(maduracióny fecundaciónin

vitro), se utilizaron los tres tipos morfológicosde oocitos.

En el conjuntode los tresexperimentosseseleccionarony aspiraronun total

de 21.131folículosde2.562ovarios,conunacifra mediade folículos/ovariode 8,1.

De todos los oocitosobtenidosse emplearonen los experimentosun total de 7. 102

oocitos,de los cuales3.422 seclasificarondel tipo A, 2.073 del B y, finalmente,

1.607 del tipoC.

TABLA 5. Recuperaciónde occitosen el experimento 1.

N ovarios. 630
N0 folículos aspirados 4.925
N folíc/ovario ±s.e.rn. 7,8±1,1
N’ oocitos seleccionados 1.096
Tipo A 1.096
N0 oocitos/ovario (A) 1,7
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TABLA 6. Recuperac¡dnde occitas en los experimentos2 y 3.

N ovarios. 1.962
N folículos aspirados 16.206
W folk/ovario ±s.e.m. 8,3 ±0,9
N oocitos seleccionados 6.471
Tipo A (%) 2.326 (35,9%)
Tipo B <%) 2.073 (32,1%)
Tipo C (%) 1.607 <31,9%)
N0 occitos/ovario (A+B+C) 3,2
W oocitos/ovario (A+B) 2,2

Experimento 1. Efecto de los suerosy los factores de crecimiento sobre

la expansiónde las célulasdelcúmulo en la maduración iii vitro

de los oocitos.

Los resultadosde la expansióndel cúmulo celular,despuésde 24 horasde

maduración in virro, quedanreflejadosen la Tabla7. Al comienzodel cultivo de

maduración,el cúmulocelular de todos los oocitosutilizadosen el experimento,se

encontrabacompacto.En dicha tabla,el valor mostradoen cadagradodeexpansión,

indicael cocienteentreel númerode oocitosque han logradoel nivel de expansión

y el númerototal de oocitoscultivadosen el tratamiento.Además,a cadagradode

expansióndescrito,sele asignaun valor numérico(O, + = 1, + + =2 y + + + =3),

para averiguar el valor medio de la expansiónde los oocitos sometidosa un

determinadotratamiento.Todoslos datosmostradosse refierena 5 repeticionesdel

experimentopor tratamiento.

En los tres grupos de tratamientos estudiados, grupo control (sin

suplementaciónde suero),grupo de tratamientoscon SFR y grupo de tratamientos

con SVE, la adición de factoresde crecimiento,aumentóel gradode expansióndel

cúmulo celular. Además,cuandoen los tratamientosde los tres grupos se incluyó

la adición conjuntade EGF+IGF-l, sepresentéel máximo valor de expansión.

Cuandoel medio de maduracióntenía EGF la expansióndel cúmulo fue
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mínimaen el grupo control, aunqueaumentócuandose utilizó en los tratamientos

con los sueros,obteniendoel valor máximo conel SVE.

E] factorde crecimientoquepresentóuna menor incidenciaen la expansión

del cúmulo celular fue el 1GW!, sobretodo, en el grupocontrol y en el de SFB.

La Tabla 8 muestrael resultadodel test de diferencias de mediasque

existieron entre los distintos tratamientos. Entre ellos, el tratamiento 12

(EGF+IGF+SVE) presentó diferencias significativas con la mayoría de los

tratamientos,comoseponede manifiestoen dicha tabla.

Los porcentajesde expansióndel cúmulo producidosal utilizar EGF en el

medio de maduración,no mostrarondiferenciassignificativas entre los distintos

grupos.

La Tabla9 refleja la relaciónentrela expansiónmáximadel cúmulocelular

(+ + +) y la maduración(% deM-ll) de los oocitos. Comoseobservaen estatabla,

en la mayoríade los tratamientosexisteuna conexiónentreel gradode expansión

máxima y el % de maduraciónde los oocitos. Esta relación mostró un índice

estadísticode correlacióngeneral,entretodos los grupos,de0,84 (p<0,05).

La relaciónfue másevidentecuandose utilizó la adiciónconjuntade los dos

factoresde crecimientocon SFB y SVE (tratamientos8 y 12). Sin embargo,como

se puede observaren la Tabla 9 y en el Gráfico 1 los tratamientoscon IGF-1

presentaronuna relación entre expansióndel cúmulo-maduraciónmuchopeor que

los anteriores,sobre todo en el tratamientosin suplementaciónde suero dondeel

índicede correlaciónfue de 0,34 con un índice de significaciónp >0,05.
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Tabla 8.- Nivel de significación entre los tratamientos de
maduración in vitro en la expansión del cúmulo celular

ME~OT2 T3 T4 TS T6 T7 T8 T9T1OT11T12
Ti * * ** - *** * *** * * **

T2 - - - - - * - - - *

T3 - - * - ** - - - *

T4 - - - - - - - *

T5 * *** - * *

T6 *

T7 * - * - **

T8
T9 *

1
11 *

ir

p<0,OO1; ** p<0,O1 * pcO,05; - P>O05

Ti ¶2 ¶3 ¶4 ¶5 ¶6 ¶7 TE TE TíO ¶11 ¶12

m 96 EXPANSION ++~-
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Tabla 9.- Porcentaje de cocitos expandidos y madurados
en los tratamientos de maduración ¡n vitro

SUERO

n0 oooitos

FAO. CREO. D<PANSION +e+ MADURADOS

n0 oocitos n (% ±S.E.M.) ti (% ±S.EM.)

CONTROL

ti = 350

CONTROL <80) 19(23,2 ±1,9) 29<37,6 ±4,2)

EGF <92) 43(46,5 ±1,3) 45(49,1 ±1,6)

IGF-1 (87) 25(28,7 ±2,7) 46 (42,9 ±9,5)

EGF+IGF-1 (91) 49<52,8 ±11,4) 53<57,3±10,4)

SF8

n =368

OONTROL(83) 30(36,1 ±6,1) 34(41,8±6,1)

ESE (101) 62(61,3±3,5) 65(65,1 ±3,1)

IGF-1 (91) 40 (42,2 ±7,2) 52 (45,4 ±7,8)

ESF+ISF-1 (93) 68 (73,1 ±6,2 72 (74,9 ±4,8)

SVE

n=378

CONTROL (87) 40 (45,9 ±8,3) 41(53,7 ±8,0)

ESE (98) 56(57,1 ±5,8) 58<61,1 t 5,4)

IGE-1 (89) 48(54,1 ±8,1) 57(62,8 ±7,7)

ESF+ISF-1 (104) 79(75,9 ±8,6) 80(74,2 ±7,9)
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Gráfico 1 .- Expansión del cumulo y maduración in
vitro en los tratamientos de maduración ¡

CONT EGF JGF + CONT EGF IGF + CONT E~F GE
M EDI 0~

Ñ % EXPANSION U % MADURACION
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Experimento 2. Efecto de las células del cúmulo, los factores de

crecimientoy los tipos de suerosen la maduración in vitro.

Las tablas 10, 11 y 12 exponen los resultados relativos al experimento de

maduracióniii vitro. Las cifras mostradascorrespondena los estadiosmeióticos(ver

capítulode MATERIAL Y METODOS) que alcanzaronlos oocitosdespuésde 24

horasde maduracióniii vitro. La Tabla10 muestralos resultadosobtenidospor los

oocitosdel tipo A, la Tabla11 los del tipo B y la Tabla 12 paralos del tipo C. Los

valoresofrecidosson el resultadode 7 repeticionesdel experimentopor tratamiento,

exceptoen el tratamiento2 de los oocitosdel tipo B, y en los tratamientos4, 6 y 13

de los oocitosdel tipo C, en los queel experimentose repitió 6 veces. Las cifras

mostradasen el estadiode metafase1 son la sumade las obtenidasen los estadios

de metafase,anafasey telofase1.

Los mayoresíndices de maduraciónin virro en los oocitosdel tipo A, se

obtuvieroncuandose empleó EGF+IGF-l con SFR (tratamiento10) y con SVE

<tratamiento15), alcanzandovalores del 77,6% y 75,9%, respectivamente.Estas

cifras fueron, además,las másaltasalcanzadasen todo el experimento.

Los mejoresresultadosde maduración,para los oocitosdel tipo B (71,5%

y 69,9%), se consiguieroncon el tratamiento 15 (SVE±EGF+IGF-1)y con el

tratamiento14 (SVE+IGF-1),respectivamente.El mayorporcentajede maduración

para oocitos del tipo C (49,7% y 48,9%) se alcanzó utilizando el tratamiento9

(SFB+IGF-l) y el tratamiento15 (SVE+EGF±IGF-l),respectivamente.

En dichastablas también se puedeobservarque el númerode oocitosque

permanecenen el estadiode vesículagerminal, es mayor en aquellostratamientos

que no incluyen ningún tipo de suero. Por otra parte, dentro de los grupos de

tratamientossuplementadoscon suero,el númerode oocitosquepermanecieronen

el estadiode GV fueron menoresen aquellos tratamientosque incluyeron ambos

factoresde crecimientoen el medio de maduración(tratamientos10 y 15). Este

hechofue constanteparalos tres tipos de oocitos.
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Tabla 1 0,- Estadios de maduración (% ± S,E,M,) en los
tratamientos de maduración in vitro en loo oocitoe de tipo A

n Deg. GV Ml Mii

33

1,4

1<4

2,4

2,2

1,6

2,1

1,9

1,3

1,2

0,9

1,9

1,6

1,5

1,2

24,9±

13,6±

5<5 ±

7,7 ±

2,0 t

lele ±

2,7 ±

415 ±

8,3 ±

2,9 ±

10,1 ±

1,9±

33-.-

5,8 t

3,4 t

64

2,7

1,7

2,3

1,4

2,1

1,3

1,2

1,7

1,4

1,5

1,3

1,7

1,8

1,4

Ti

T2

T3

T4

TS

TS

T7

TO

T9

TíO

T 11

T 12

T 13

T 14

T 15

86

97

118

85

141

128

101

124

151

134

115

104

105

146

161

16,8~

106±

9,3 ±

13,3 +

11,9±

519 ±

7,0 ±

5,5 ±

5,8 ±

5~ ±

8,8 ±

aí
4,1 ±

5,1 ±

2,3 ±

21,8±

354+

31<9±

26 8 _

338~

28,0 ±

24,1 ±

27 7 _

13 7 +

35,5±

38,7±

25 0 _

24 5 +

18,4±

31

lis

3,2

35

413

4,7

43

3,2

6,1

3,1

2,9

5,1

4,1

2,7

3,9

¡ 36,5+

4C,4~

48,7-’-

41,7±

623-~-

669+

77,6 +

45,6+

53,3±

67,6 +

64,6~

75,9±

315

315

4(4

4,1

3,7

4,1

2,2

“4

4,8

2,2

4,4

2,3

6,2

3,1

2,3
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Tabla 11.- Estadios de maduración (% ±S.E.M.) en los
tratamientos de maduración in vitro en los oocitos tipo B

n Deg. GV Mi Mil

31,5±

36 4 +

27,2

32,4

33,2

31,6

36,6

35,3

23,1

30,8

31,3

36,4

37,4

15,6

5,6

3,1

±3,9

~32

±4,1

±3,9

+18

~31

±2,3

+29

±3,6

~30

~21

±3,1

25,5±1,3

30,7 +

43,2 +

56,6

47,1

55,3

41,9

54,3

56,8

63,3

60,1

50,0

51,8

54,5

69,9

1,5

3,3

~22

+52

~16

±1,8

±3,9

±5,0

±3,6

±1,2

±1,9

±3,5

+44

+52

71,5 + 20

Ti

72

T3

T4

75

T6

77

78

79

TíO

711

712

713

T 14

715

18,6

14,1

1Q3

11,0

9,8

6,4 +

6,4 +

6,5 +

7,3 +

7,3 +

9,5 +

4,7 +

4,3 +

5,1

80

79

104

85

130

90

103

132

101

100

97

99

69

154

150

±2,1

+23

±1,6

~24

+22

1,8

_ 1,9

1,5

1,4

_ 1,8

__ 1,1

_ 1,3

_ 2,0

+11

19,2

6,3

5,9

9,5

1,7

20,1

2,7

1,4

6,3

1,8

9,2

7,1

3,8

9,4

+ 2,3

+ 2,3

+ 1,8

+ 3,9

+ 1,1

+ 3,1

+ 1,3

+ 1,4

+ 1,7

+ 1,9

+ 2,2

+ 1,9

+ 2,6

+ 2,1

1,8 ±Q8 1 2 + 0,8
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Tabla 12.- Estadios de maduración (% ±S.E.M.) en los
tratamientos de maduración in vitro en los ooc¡tos tipo O

n Deg. Gv Ml MII

Ti

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

TíO

T 11

T 12

T 13

T 14

T 15

59

86

107

114

144

103

60

99

114

140

109

123

66

116

170

21,9

14,0

15,8

14,8

12,3

7,3

6,5

6,6 +

8,2 +

6,5 +

10,1

6,5 +

5,5 +

8,4 +

±3,4

+14

~19

~18

±1,3

±1,6

+31

_ 2,5

_ 1,0

_ 0,9

±2,0

1,9

_ 2,5

_ 1,6

7,0 ~23

158 +

150 +

10,0±

14,5±

57+

20,8

5,0

7,6 ±

14,5

5,8 ±

19,1

73+

58+

77+

3,0

3,8

2,1

1,8

__ 1,1

+ 2,6

±3,4

1,7

+ 1,6

0,8

+ 2,0

1,9

_ 1,9

1,5

61 + 1,8

28,0 ±

30,4 ±

28,7±

25,3

40,4

34,7

46,9

40,8 ±

27,6 ±

41 4 +

31,9

43,9

51,1

37,9

3,1

6,2

1,5

-‘-21

±5,9

±2,5

±3,7

5,1

1,3

7,5

~31

~22

+42

±2,7

38,0±1,9

34,3

40,6

45,5

45,4

41,6

37,2

41,6

45,0

49,7

46,3

38,9

42,3

37,6 +

46,0

48,9

~64

+49

±4,2

±3,9

+20

~26

±4,6

±2,4

+28

±1,6

±2,2

~21

7,2

+49

+19
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A) Efectode las célulasdel cúmulo.

Las diferenciasentrelos porcentajesde maduraciónin vitro conseguidospor

los distintos tipos de oocitos, segúnel númerode capasdel cúmulo celular que le

rodean,se muestranen las Tablas13, 14 y 15.

Estastablasindican que, las diferenciasen los porcentajesde maduración,

fueron muy evidentesentre los oocitos que tenían cúmulo celular (tipos A y B)

frenta a los denudados(tipo C).

La Tabla 13 indica las variacionesen el porcentajede maduraciónexistente

entre los oocitosde los tipos A y B. Estasvariacionesfueronmucho másacusadas

cuando se utilizaron los dos tipos de suerosy la adición de los dos factores de

crecimiento(tratamientos10 y 15).

Lasdiferenciasen el porcentajede maduración,entrelos oocitosdelos tipos

A y C, se muestran en la Tabla 14. En todos los tratamientosse presentaron

variacionesmuy significativasexceptoen tres casos:en e] tratamientosin suerosni

factoresde crecimiento(tratamiento1), en el tratamientocon EGF20 perosin suero

(tratamiento2) y cuandose utilizó SFB+IGF-l (tratamiento9).

La Tabla15 señalalas variacionesqueexistieronentrelos tipos 13 y C. Estos

fueronmásevidentes,sobretodo, en los tratamientosqueincorporaronEGF±IGF-1

(tratamientos5,10 y 15).
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Tabla 13.- Efecto de las células del cúmulo en
los tratamientos de maduración in vitro

entre los occitos A y 8

QOCITO TIPO A
% ±S.E.M.

000110 TIPO B
% ±S.E.M.

SIGNIFICACION
ESTADíSTICA

Ti 365~3,5 307~1,5 **

12 404+3,5 432~3,3

T3 533+4,4 566~2,2 *

T4 487~4,1 472~52

T5 603~3,7 553+1,6

16 417~4,1 419~1,8

17 623~2,2 543+3,9

18 659~1,4 568~5,0 *

TQ 582~4,6 633~3,6

TíO 776~22 601 ~12 **

111 456~4,4 500-~-t9 *

112 533~2,3 518~3,5

113 676+52 ~4~+44 *

T14 646~3,1 699~5,2

115 759~2~ 715~2,0 **

** p<O01 * p<O,05- p>O,O5
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Tabla 14.- Efecto de las células del cúmulo en
los tratamientos de maduración in vitro

entre los ooc¡tos tipo A y C

QOCITO TIPO A
% ±S.E.M.

QOCITO TIPO O
% ±S.E.M.

SIGNIFICACION
ESTADíSTICA

Ti 365~3,5 343+6,4

T2 404~3,5 406~4,9

T3 533+44 455-4-44 *

T4 487+4,1 45,4±3~ *

LS 603+3,7 41,6±ZO **

Te 417~4,1 372~2,6 *

T7 623~22 416+4,6 **

T8 659~1,4 450~2,4

TQ 582~4,6 497~2,8

Tío 776~2,2 463~t6

Tu 456~4,4 389~22 *

T12 533~2,3 423~2,1 **

T13 676+5,2 376+7~ **

T14 646~3,1 460~4,9 **

TiS 759~2,3 489+tg

p <0,001 ** p<0,01 * p<0,05 . p>0,05
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Tabla 15.- Efecto de las células del cúmulo en
los tratamientos de maduración in vitro

entre los oocitos de tipo B y C

30,7

43,2

~15
+33

56,6 + 22

47,2

55,3

~52

-‘-16

41,9~ 18

54,3 + 39

56,8 + 50

63~ + 36

60,1

50,0
51,8

54,5
69,9

~i2
~19

+35

+44

~52

71,5 + 20

34,3
40,6 +49

455 ~42

454+39

41 6~2,0

372 + 2,6

41,6

45,0

~4,6

~2,5
497 + 2,8

463 + 1,6

389 + 2,2

42,3

37,6

46,0

~2,1

~7,2

±4,9

489 + 1,9

QOCITO TIPO B OOCITO TIPO C SIGNIFICACION
% ±S.E.M. % ±S.E.M ESTADíSTICA

p<O,CO1 ** p<O,O1 * p<O,05 - p>O,O5

Ti

T2

T3

T4

T5

T6

T7

Te

T9

TíO

Tu

T12

T13

T14

TíS

*

*

*

*

**

*

**
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B) Efecto de los FC.

Las Tablas16, 17 y 18 señalanlas diferenciasestadísticasencontradasentre

los distintos tratamientossegúel factor de crecimientoutilizado. Dentro del grupo

control, los porcentajesde maduraciónin vitro, fueronmayoresen los tratamientos

conEGF+IGF-1(tratamientoS)en los oocitosde los tipos A y 13 (Tablas 16 y 17).

Estos valorespresentaron,además,unaalta significación estadísticafrente a los

otros tratamientos,exceptoen los oocitos del tipo C (Tabla 18), en los que no

existieron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientosdel grupo

control. Además,en los tipos A y B, el tratamientocon EGF50, presentótambién

porcentajesde maduraciónsignificativamentemas altos quecuando se utilizaron

EGF 20 e IGF-l.

En el grupo de tratamientoscon SFR, y tambiénen los tipos de oocitosA

y 13, se alcanzaronvaloresde maduraciónsignificativamentesuperioresque en el

resto de los tratamientoscon EGF+IGF-1).Segúnmuestranlas Tablas 16 y 17,

todos los factores de crecimiento utilizados, aumentaron,significativamente,el

porcentaje de maduración, respecto del tratamiento que solamente tiene SFR

(Tratamiento6). Estehechosólamenteocurrió en los oocitosde tipo A y 8. En el

tipo C (Tabla18), existierondiferenciassignificativasal utilizar el EGF 50, IGF-1

y EGF+ IGF-1, todos ellos respectodel tratamientocontrol (Tratamiento6); la

utilización de 20 ng/ml de EGF no supusoningunadiferenciasignificativamente

respectoal tratamientocon SF13.

En el grupo de tratamientosque incluyeron Sl/E, la adición de ambos

factoresde crecimiento(EGF+IGF-1)conjuntamentecon el SVE (tratamiento15),

permitió alcanzarel mayorporcentajede maduración,en los oocitosdel tipo A, de

una manerasignificativarespectoal restode los tratamientosde estegrupo (Tabla

16). En los tipos 13 y C (Tablas17 y 18), este tratamientotambién fue el mejor,

aunqueno significativo, respectodel 14 (SVE+IGF-1).Ademásdel tratamientoque

emplealosdosfactoresde crecimiento,el quepresentóun porcentajede maduración

significativamentemásalto queel restode los tratamientosenlos oocitostipo A, fue
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Tabla 16.- Nivel de significación entre los tratamientos de
maduración in vitro de oocitos de tipo A

CONTROL T2 T3 T4 T5
Ti
72
73
74

*

*

*

*

SVE T12 713 714 715
T 11
712
713
T 14

**

*

**

**

* **

**

SFB T7 T8 79 710
t6 ** *** **

77
78 **

19 **

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

‘oc

en

60

40

20

o
TI 12 13 14 15 TC ¶7 ¶8 TS 110 TU 142 143 114 145

E %MADUPAC~ON
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Tabla 17.- Nivel de significación entre los tratamientos de
maduración in vitro de oocitos de tipo B

CONTROL 12 13 14 15
Ti

12

13

14

** ***

**

*

**

SVE 112 113 114 115
111

112

113

114

. **

*

*

**

*

*

pcO001 ** pc0,01 * pc0,05- p>0,05

ico

90

60

40

20

0
TI T2 13 ¶4 ¶5 TO 17 19 ¶9 TIC III 112 ¶13 ¶14 ¶15

SFB 17 18 19 110
16 * * ***

17

18 *

19 *

O % MADURACION
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Tabla 18.- Nivel de significación entre los tratamientos de
maduración in vitro de oocitos de tipo O

CONTROL 12 TS T4 15
Ti
T2
13
14

- -

SVE 112 113 114 MS
111

112
113

114

- *

*

**

*

*

SFB T7 T8 19 110
16 . * ** *

17
18
19

** * pcO,0D1 ** pcO,O1 * p’cO,05- p>O,05

loo

80

60

40

20

o
Ti T2 T3 T4 ¶5 ¶6 ¶7 18 19 TíO ¶11 112 ¶13 T14 TIS

E % DE MADURACION
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el quetuvo EGE 20, mientrasque, en los oocitostipo B y C, el queincluyó 1GW!

(T 14) fue el quepresentóun valor máselevado.

C) Efecto del suero.

En las Tablas 19, 20 y 21, seobservanlas diferenciasen los porcentajesde

maduración,respectoal sueroutilizado y a la significaciónestadísticaexistente;en

estas tablas, se indican los datos obtenidospara los tipos de oocitos A, 13 y C,

respectivamente.

En losoocitosdel tipo A (Tabla19), el porcentajede maduraciónfue mayor

en el grupo detratamientosconSFRque en el gruposin suero(grupocontrol). Esta

diferenciafue significativa cuandose utilizó EGF 20, EGF 50 y EGF+JGF-1.En

el grupo con SVE, todos los tratamientospresentaronun índice de maduración

mayor que en el grupo control, siendoestasdiferenciassignificativasen todos los

casos.La comparaciónentrelos dos gruposde tratamientosqueincluyeronsueros,

SFR frente al SVE, no presentó diferencias significativas, salvo en el caso del

tratamientocon EGF 20, quepresentómayoresporcentajesde maduraciónin vitro

cuandose utilizó combinadocon SF13.

La respuestade los oocitosdel tipo B (Tabla 20) difirió ligeramentede la

quepresentaronlos del tipo A. Las diferenciasentreel grupo de tratamientossin

suero y con SFB sólamentefueronsignificativasen los tratamientossin factoresde

crecimientoly cuandose utilizó EGF±IGF-l.Por otro lado,al igual queocurrióen

los oocitosdel tipo A, los valoresquepresentóel grupo de tratamientoscon SVE

fueron todos significativamentemayores que los del grupo sin suero. En lo que

respectaa la diferenciaentreambosgruposde tratamientoscon sueros,sólamente

existieron porcentajesde maduraciónsignificativamentemás elevadoscuando se

utilizó SVE en los tratamientossin factores de crecimientoy, sobre todo, en el

tratamientocon EGF+IGF- 1.
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Como demuestrala Tabla 21, los oocitos tipo C no mostraronninguna

diferencia significativa cuando se utilizó cualquier tipo de suero, ni entre los

tratamientosdel gmpo control y los de los gruposcon sueros,ni entrelos grupos

con suerosentresí, a excepci6nde un leve aumentodel porcentajede maduración

en el tratamientocon SVE+EGF+IGF-l respectoal mismo tratamientosin suero.

Por último, Grífico 2 permite observarla evoluciónconjuntade los tres

tipos morfológicosdeoocitos,deacuerdoconel porcentajede maduraciónalcanzado

y el tratamientoempleado. Como se puede observar, los oocitos del tipo A

presentaron,en la mayoríade los tratamientos,un porcentajede maduraciónmayor

queen los otros dos tipos, especialmente,en los tratamientos10 y 15. Los oocitos

del tipo 13 tuvieron un comportamientosemejantea los de] tipo A sólanienteen

algunosde los tratamientos(T 3, T 6 y T 14), mientrasque, los oocitosdel tipo C,

tuvieron cifras de maduraciónsensiblementemásbajasque los otros dos tipos.
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Tabla 19.- Nivel de significación del efecto de los sueros

en los tratamientos de

oocitos tipo

maduración in vitro en los

A ($6 ±S.E.M.)

CONTROL SF8 SIGNIFICACION
ESTADISTICA

CONTROL

EGF 20

EGE 30

IGF-1 lOO

EGF+IGF-1

36,5 ±3,5

40,4 ±3,5

53,3 ±4,4

48,7 ±4,1

60,3 ±6,7

41,7 ±4,1

62,3 ±2,2

65,9 ±1,4

38,2 ±4,6

77,6 ±2,2

**

**

CONTROL SN/E SIGNIFICACION
ESTADISTICA

CONTROL
EGF 20
EGF 50

IGF-1 100
EGP+~GF-1

36,5 ±3,5
40,4 ±3,5
53,3 ±4,4

48,7 ±4,1
60,3 ±3,7

45,6 ±4,4

53,3 ±2,3

67,6 ±5,2

64,6 ±3,1

75,9 ±2,3

*

**

SF8 SN/E SIGNIFICACION
ESTADISTICA

CONTROL
EGF2O

EGF 50
IGF-1 100

EGF+IGF-1

41,7 ±4,1
62,3 ±2,2

65,9 ±1,4
56,2 ±4,6

77,6 ±2,2

45,6 ±4,4

53,3 ±2,3

67,6 ±5,2

64,6 ±3,1

75,9 ±2,3

pc0,001 ** pcO,01 * pc0,05- p>0,05
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Tabla 20.- Nivel de significación del efecto de los sueros

en los tratamientos de maduración in vitro en los

occitos tipo B ($6 ±S.E.M.)

CONTROL SF2 SIGNIFiCACION
ESTADíSTICA

CONTROL

EGE 20

EGF 50

[GF-1 100

EGF+IGF-1

30,7±1,5

43,2 ±3,3

56,6 ±2,2

47,1 ±5,2

55,3 ±1,6

41,9±1,8

54,3 ±3,9

56,8 ±5,0

63,3 ±3,6

60,1 ±1,2

**

*

CONTROL SN/E SIGNIFICACION
ESTA018TI CA

CONTROL

EGF2O

EGESO

IGF-1 100

EGF+IGF-1

30,7±1,5

43,2 ±3,3

56,6 ±2,2

47,1 ±5,2

55,3 ±1,6

50,0±1,9

51,8 ±3,5

54,5 ±4,4

69,9 ±5,2

71,5 ±2,0

SF8 SV~ SIGNIFICACJON
ESTA018 TI CA

CONTROL

EGF2O

EGE 50

IGF-1 100

EGF+IGF-i

41,9±1,6

54,3±3,9

56,8 ±5,0

63,3 ±3,6

60,1 ±1,2

50,0±1,9

51,8±3,5

54,5 ±4,4

69,9 ±5,2

71,5 ±2,0

**

pc 0,001 ** pc0,01 * pcO,05- p>0,05
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Tabla 21.- Nivel de significación del efecto de los sueros

en los tratamientos de maduración in vitro en los

oocitos tipo c ($6 ±S.E.M.)

CONTROL SFB SIGNIFICACION
ESTADISTICA

CONTROL
EGF2O
EGF 50
IGF-1 100
EGF+IGF-1

34,2 ±6,4
40,6±4,9
45,5 ±4,2
45,4 ±3,9
41,6 ±2,0

37,2 ±2,6
41,6±4,6
45,0 ±2,4
49,7 ±2,6
46,3 ±1,6

CONTROL SN/E SIGNIFICACION

ESTA016TI CA
CONTROL
EGF2O
EGF 50

IGF-1 100

EGF+IGF-1

34,3 ±6,4
406±4,9
45,5 ±4,2

45,4 ±3,9

41,6 ±2,0

36,9 ±2,2

42,3 ±2,1

37,6 ±7,2

46,0 ±4,9

46,9 ±1,9 *

SF8 SN/E SIGNIFICACION
ESTADíSTICA

CONTROL
EGF2O
2SF 50
IGF-1 100
EGF+IGF-1

37,2 ±2,6
41,6±4,6
45,0 ±2,4
49,7 ±2,8
46,3 ±1,6

36,9 ±2,2

423±2,1

37,6 ±7,2

46,0 ±4,9

46,9 ±1,9

pc0,001 ** pcO,01 * pcQ,Q5
- p>0,05
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PRUEBAS DE FECUNDACION ¡PI l/iTR~

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

factores de crecimiento en la fecundación iii vftn,.

En las Tablas 22, 23 y 24, se exponen los resultados obtenidos en los

expenmentoscorrespondientesa la fecundacióniii virro de los oocitostipo A, 13 y

C respectivamente.Los valores ofrecidos se refieren a 13 repeticiones del

expenmento.Los parámetrosexpuestosen dichastablasson:

% Pre M-ll. - Es el porcentajedel cocienteentrelos oocitosque, al término

del periodode fecundación,presentaronconfiguracionesmejóticasdegenerativaso

anterioresa la de metafaseII (GV, M-I, Al y TI) y el total de los oocitos

empleadosen el experimento.

% Madurin.- Los oocitos denominados“madur” (maduros) son aquellos

oocitos quepresentaronestadiosde metafaseII, pronúcleos (PN) y poliespermia

(Polis).El % Madur/nexpresael porcentajedel cocienteentreéstosy el total de los

oocitos.

56 PN¡n.- Es el porcentajedel cocienteentre los oocitosque presentaron

pronúcleosy el total de los oocitos utilizados.

56 Polisln. - Similar al anterior, pero teniendo en cuentasólamentea los

oocitosquedemostraronpoliespermia.

56 Penln.- Indicado como el porcentajedel cocienteentrela sumade los

oocitos que presentaronpronúcleos y poliespermia y el total de los oocitos

empleados.
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56 Poliespennia.- Expresa el cociente entre el número de oocitos

poliespérmicosy el de los oocitosdesignadosmaduros.

56 Peneiración.- Definido comoel porcentajedel cocienteentrela sumade

los oocitosquepresentanpronúcleosy poliespermiay el total de oocitos maduros.

56 Fecundacióno Fecundaciónnonnal.- En estecaso,sólamenteseexpresa

el cocienteentrelos cocitoscon pronúcleosy el tota] de los maduros.

Como se puede observar, en las tablas anteriormentemencionadas,los

valoresmásaltosparalosporcentajesdepenetracióny fecundación,correspondieron

a los oocitos del tipo A <70,4% y 43,3% respectivamente,Tabla22), y los más

bajos,a los oocitosdel tipo C (32,6% y 18,9% respectivamente,Tabla24).

La Tabla 25, indica la significación estadísticadel efectodel suero y los

factoresde crecimientoen la fecundación.Comosepuedever,en los oocitosde los

tipos A y 13, el porcentajede fecundaciónaumentó,muy significativamente,cuando

los oocitosmaduraronen presenciade suerosy factoresde crecimiento,frente a los

oocitos maduradosen el medio control, sin suero ni factoresde crecimiento.La

diferencias,entrelos distintos tipos de sueros,sólo fueron significativasen uno de

los parámetrosevaluados(poliespermia)cuando se utilizó SFR como suero, pero

sólamenteen los oocitoscon cúmulo celular.
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El efectodel cúmulo en la poliespenniase muestraen la Tabla26. En ella

seobservaun aumentosignificativo de la misma, cuandoseempleócomo sueroel

SFR, perosólamenteen los oocitoscon capasdel cúmulocelular (tiposA y B) y no

en oocitosdenudados,además,sepresentarondiferenciasmuy acusadascon respecto

a estosoocitossin cúmulo (tipo C).

La Tabla27 expresael efectodel cúmuloen el porcentajedepenetraciónde

los oocitos. En ella seadvieneque los oocitosdel tipo A presentaronvaloresmás

altos de penetraciónque los de los otros dostipos cuandose utilizaron los suerosy

los factoresde crecimientoen el medio de maduracióny, sobre todo, al utilizar

SFR.

En cuantoal porcentajedefecundaciónnormal (Tabla28), el valor másalto

lo presentaronlos oocitosdel tipo A quemaduraronen un mediocon SVE+factores

de crecimiento.Estos valores,presentaronuna diferenciasignificativa frente a los

oocitos del tipo 13 y, sobre todo, con los del tipo C, que mostraronvalores de

fecundaciónsensiblementeinferioresa los de los otros dostipos.

La presenciadel cúmulo celular produjo, en los tratamientoscon suerosy

factoresde crecimiento,un aumentoconsiderableen los tres parámetrosseñalados

en los puntosanteriores(poliespérmia,penetracióny fecundación),comparadocon

los oocitos sin la presenciadel cúmulo celular.
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Tabla 26.- N¡vel de significación del efecto del
cúmulo celular en la poliespermia ($6 ±S.E.M.)

en los oocitos madurados in vitro

COCITO TIPO A OQOITO TIPO B SIGNIFICACION
CONTROL 14,9 ±5,8 14,9 ±6,2
SF8 + FC 27,1 ±4,5 2~6 ±2,1
SVE+FC

CONTROL

13,5±2,3 . 15,8±3,5
OOCITO TIPO A OOCITO TIPO O SIGNIFICACION

14,9 ±5,8 15,4±8,7
SF8 + FC 27,1±4,5 13,7±4,3 *

SVE+FC

CONTROL

13,5±2,3 127±3,6
COCITOTIPO 8 OQOITOTIPO C SIGNIFICACION

14,9 ±6,2 15,4 ±8,7
SFB+FC 28,6±2,1 13,7±4,3 *

SVE+FC 15,8±3,5 12,7±3,6
* PcO,05- P>O,05

U TIPOA U TIPOS U TIPOC
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Tabla 27.- Nivel de
cúmulo celular en la

los cocitos

significación del efecto del
penetración ($6 ±S.E.M.) en
madurados in vitro

OOCITO TIPO A QOCITO TIPO 8 SIGNIFICACION
CONTROL 26,9 + 88 30,1 ±9,8

SF8 + FC 70,4 ±2,6 59,5 ±3,3

SVE+FC

CONTROL

69,3±4,3 505±5,7 *

OOCITO TIPO A OOCITO TIPO C SIGNIFICACION
26,9±8,8 308 + 106

SFB+FC 70,4±2~ 326~48 **

SVE + FC

CONTROL

69,3±4,3 22,2±2,5

OCCITO TIPO 8 OOCITO TIPO C SIGNIFICACION

30,1 ±9,8 30,8±10,6
SFB + FC 59,5±3,3 32,6±4,8 *

SVE+FC 50,5±5,7 222~25 *

Pc 0,001 ** p< 001 * Pc 0,05 - P>0,05
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Tabla 28.- Nivel de significación del efecto del
cúmulo celular en la fecundación ($6 ±S.E.M.) de

ooc¡tos madurados in vitro

OOCITO TIPO A OOCITO TIPO B SIGNIFICACION
CONTROL 12,1 ±4,8 15,3 ±8,5
SFB + FC 43,3 ±3,8 30,9 ±2,7

SVE+ FC

CONTROL

55,8~38 34,7±4,7 *

OOCITO TIPO A OCCITO TIPO C SIGNIFICACION

12,1 ~48 154~87

SFB+FC 43,3±3,8 18,9±4,1 **

SVE+FC

CONTROL

55,8±3,8 95~32

OCCITO TIPO 8 OOCITO TIPO C SIGNIFICACION

15,3~85 15,4±8,7
SFB+FC 30,9~27 189~41 *

SVE+FC 347--47 95~32 *

Pc 0,001 ** PcO,01 * Pc 005- P>0,05

96 FECUNDACION
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5.- DISCUSION.

Los oocitosbovinos seencuentran detenidos,desdeantesdel nacimiento, en

la profasede la primeradivisión meióticay sólamentecontinuaránesteprocesode

división cuando llegue la oleadade gonadotropinas,previa a la ovulación. El

desarrollode los oocitos inmadurosen los folículos ováricos hasta llegar a ser

oocitosmaduros(en el estadiode metafaseII) esdependientede muchosfactores

reguladores,tantointraováricoscomoextraováricos(Tonettay DiZerega,1986).Los

esteroidesfolicularesy las gonadotropinas,handemostradointerveniren todosestos

mecanismos,pero son insuficientes,por si mismos,paracompletarla totalidadde

estosprocesos(DiZeregaeral., 1983; Hammonder al., 1985).

Las gonadotropinas,añadidas a medios de maduración in virro, han

conseguidoaumentarlos índices de maduracióny fecundaciónin vitro (Moor y

Trounson, 1977; Fukui el al., 1982; Fukui y Ono, 1989). El folículo ovárico no

sólamenterespondea lasconcentracionesde dichashormonas,sinoque tambiénes

sensiblea los factores de crecimiento intraováricos(que actúande una manera

autocrina/paracrina)cuyainclusión,en los mediosde maduracióniii vftro, en oocitos

de animalesde laboratorio,ha demostradoposeerefectosestimulatorios(Deckel y

Serizly, 1986; Feng er al., 1988; Downs, 1989).

Por otro lado, los suplementosproteicas de los medios también han

demostradojugar un papel importanteen estossistemasde cultivo, estableciéndose

quela presenciadelasmacromoléculasaportadasporel suero,son muy beneficiosas

parael desarrolloy maduracióndel oocito (Xu a’ aL, 1986; Sanbuisshoy Threlfall,

1989). Los papelesquepuedanjugarestosdos gruposde componentes,factoresde

crecimiento y sueros, en los sistemasde maduracióny fecundaciónin virro de

oocitosbovinos, son un pasomáspara aclarar,en lo posible, los mecanismosque

intervienenen estosprocesos.
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1.- OBTENCION DE OVARIOS Y OOCITOS.

Todos los ovarios empleadosen este trabajo se consiguieron de vacas

sacrificadasen matadero.La disponibilidadde animalesen el mataderonospermitió

elegir, en lo posible,la edadde los animalessacrificados,escogiendonovillas como

objeto de nuestraexperimentación;aunquehay algunosautoresqueseñalanque

novillas y vacasadultas,con másde tres años, tienen las mismasposibilidadesde

quesusoocitosmadurenin vitro (Katskay Smorag,1984),la mayorfadelosautores

señalan,por el contrario, que los ovarios de novillas contienenmenos fólículos

atrésicosy oocitos degeneradosy que, además,los oocitos procedentesde estos

ovarios tienen un mejor comportamientoen los sistemasde fecundaciónin vfrro y

desarrolloembrionarioposterior. Además,en nuestrocaso,experimentosprevios

demostraronquelas vacasde másde tresañostuvieron unosíndicesde maduración

in vitro significativamentepeoresque los provenientesde animalesmásjóvenes.

La obtenciónde los ovariosdesdeque los animalesfueron sacrificadosfue

lo másrápidaposible y, desdeestemomento, se intentó mantenerla temperatura

constante(ya que las oscilacionestérmicaspuedendañar a los oocitos, First y

Panish,1987)en todos los pasosde los procesosde maduracióny fecundaciónPi

virro. Por estarazón, setransportaronlos ovarios en un termocon PBS a380C, de

acuerdoa lo que señalanotros autores(First y Parrish, 1987). El tiempoempleado

en trasladarlos ovarios hastael laboratoriotambiénes un parámetroimportantey

la mayoríade los trabajospublicadoshacenreferenciaa un tiempo inferior a las 5

horas(Katskay Smorag,1984; First y Parrish,1987);en nuestrocaso,por estarel

mataderorelativamentecercanoa nuestrolaboratorio,setardaba,normalmente,un

tiempoinferior a la hora y mediadesdela obtenciónde los ovarioshastallegar al

laboratorio.Cuandolos ovariosvan a permanecerun tiempo almacenadosantesde

su utilización -por ejemplosi el mataderose encuentramuy lejos del laboratorio-es

preferible conservarlosa 20”C, ya que, se ha demostradoque manteniéndolosa

390C o 40C se producíanpeoresresultadosde maduracióny fecundacidoque a

200C (Yang el aL, 1990).
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El trasladode los ovariosseefectúanormalmenteen solucionessalinascon

una suplementaciónde antibióticos, para evitar en lo posible la proliferación

bacteriana.Otrosautoreshanempleadosimplessolucionessalinasfisiológicaspara

estetraslado(Leibfried-Rutledgeet al., 1987; Sirard, 1989)pero en cualquiercaso

siempresuplementadacon antibióticos. En nuestrotrabajo seprefirió hacerlocon

PBSa 38-390Cyaque, ademásde la temperatura,juzgamosimportantela opacidad

tampónde estasoluciónpara impedir oscilacionesbruscasdel pH.

a.- Obtención de los ooc¡tos.

La recuperacióndel mayornúmeroposibledeoocitosapartirde los folículos

ováricos, dependede varios factores. El primero de ellos es el tamañofolicular

elegido.La mayoríade los autoresescogenfolículos con diámetroscomprendidos

entre2 y 8 mm, ya queson losque tienenoocitoscapacesde madurariii vi¡ro con

mayor garantía(Fukui y Sakuma,1980; Motlik y Fulka, 1986); folículosde este

tamañoson los quese han empleadoen estetrabajo.

En la bibliografíaconsultada,los autoresmuestransuspreferenciasala hora

deobtenerlos oocitos,valorandounosy otros, la convenienciade utilizar la punción

y aspiracióndel contenidofolicular o emplearla diseccióny rupturadelos folículos.

La disecciónde los folículos ováricostiene la ventajade obtenerun índice

de recuperaciónelevado-entre folículos diseccionados/oocitosobtenidos-,superior

al 90% (Katska, 1984; Lonergane: al., 1991; Pavlov e: aL, 1992), frente a los

valores obtenidospor aspiraciónque, en las mejores condiciones,se encuentran

cercanosal 70% (Lonergane: al., 1991; Herlerr e: al., 1992); sin embargo,la

disecciónfolicular, tienedos inconvenientes:i) el tiempoempleadoparaobtenerlos

oocitos y u) la calidad de los mismoscon vistas a la maduraciónin viti-o.

En cuantoal primerpunto,en nuestrotrabajoseeligió la aspiraciónfolicular

porqueseconsideró,comofactor muy importante,la rapidezen la obtenciónde los

oocitosya que, esteproceso,exigeque las condicionesde temperaturay p11 varíen
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lo menosposible desde que se obtienen los ovarios hasta que los oocitos se

introducenen el medio de maduración.Por otro lado, la ventajaque suponela

disecciónde folículosen la totalidaddel ovario y, de estemodo,conseguirun mayor

número de oocitos, queda neutralizadafrente a la técnicade la aspiración de

folículos, aunquesean superficiales,al señalar, varios autores que, los oocitos

obtenidospor disección,tienen unacapacidadde madurary desarrollarsein viti-o

menorquelos procedentesdela puncióny aspiraciónfolicular (Arlotto e:aL, 1990;

Taikagi a aL, 1992).

El númerode folículosaspiradosen nuestraexperienciafue 8,3 de mediapor

ovario. Esteresultado,estídeacuerdocon los valoresobtenidosporalgunosautores

(Katska, 1984; Herlerretal., 1992),e inclusoesligeramentemayoral de6,3/ovario

señaladopor otros(Pavlov el al., 1992); aunque,también,es ligeramenteinferior

al indicadoen otros trabajos,quehan obtenidoun númerode 14,6folículos/ovario

(Lonergan e: al., 1991); la mayoría de estos estudios, indican que existe una

marcadavariabilidad en el númerode folículos aspiradospor ovario, que también

se presentóen nuestrotrabajodebido,probablemente,a las diferentesprocedencias

y condicionesde los animalesquellegan al sacrificio en el matadero.

El productode la aspiraciónfolicular sepusoen tuboscónicosde centrífuga

de 15 mí, y de aquí, sedimentarony se recogieronlos occitos. Estees el mismo

procedimiento utilizado por Leibfried y First (1979) y Sirard (1989); además,

permiteun obtenciónrápidade los oocitosy evita tenerque examinarla totalidad

del líquido folicular obtenidodespuésde la aspiración,lo quepresentaunaventaja

frentea la utilización de placasPetri para la recogidade los oocitos.

Como medio de lavado de los oocitos se empleó el mismo medio (M- 199)

que en la maduración Pi vitro posterior,suplementadocon un pequeñovolumende

SFB (2%) y con salesde HEPES(25 mM); la presenciade suerotuvo por objeto

asegurarel aporteproteicode los oocitosduranteel tiempoquesetardó en lavarlos

y seleccionarlosmientrasque, lassalesde HEPES,tuvieronpor objeto mantenerel

pH del mediodentrode los valores fisiológicos,ya que, sin CO2, estassalestienen
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un comportamientotampón mejor queel del bicarbonatosódico, queesel quese

utiliza en el mediode maduración.

En nuestro trabajo se utilizaron cinco ]avadosde los oocitos antes de

incorporarlosal mediode maduraciónin viti-o. Estees un númerosuperiora los tres

lavadosque empleanotros autores(Leibfried-Rutledgee: al., 1987; Sirarde: al.,

1989) y similar al utilizado por otros (Younise:al., 1989; Fukui, 1990)ya que, de

acuerdocon estos últimos, nos pareció fundamentaleliminar, en todo lo posible,

elementosfoliculares que impiden o dificultan la maduración, como el liquido

folicular, sangre,célulasde descamación,etc.

El porcentajede recuperaciónde oocitos fue, en nuestrasexperiencias,del

66,9%. Estevalor, es similar al 66,4% obtenidopor Lonnergan e: al. (1991) y

ligeramenteinferior al 69,9% mostradopor Herlerr eta!. (1992); sin embargo,los

porcentajesde nuestrotrabajo,son superioresqueel 54,3%y 43,2%,indicadospor

Fukui y Sakuma(1980) y Katska (1984),respectivamente.En ello puedeinfluir la

eleccióndel métodode aspiración,ya que, estosúltimos autoresemplearonagujas

de 22 y 21 G, que tienendiámetrosmásestrechosque las de 18 G empleadasen

nuestrotrabajo y por los autoresqueobtuvieronmásde un 65% de recuperación.

El tipo y porcentajede oocitosseleccionados,parael cultivo de maduración

in viti-o, varíasegúnlos diversosautores.Aquellosque sólamenteempleanoocitos

con cúmulo completoy másde 6 capasde células (que en nuestroestudiose han

denominadooocitosde tipo A), señalanque, los porcentajesde selección,son del

65% de los oocitos recogidos(Berg y Rrem, 1990), 57% (Fukui, 1989), 45%

(Katska, 1984), 40% (Katskay Smorag,1984), 36,5%(Herríere: al., 1992),32%

(Lonergane: aL, 1991) y 20,1% (Arlotto e: aL, 1990). En nuestrotrabajo, se

seleccionaronun 24,6% de oocitos del tipo A, respectodel total de los oocitos

conseguidostras la aspiraciónfolicular, y el total de los oocitosseleccionados(de

los tiposA, R y C) fuede un 40,7%respectodel total de los nocitosobtenidos.Este

númeroesinferior del que obtuvieronLonergana al. (1991)paralos mismostipos

morfológicos, ya que consiguieron un 57,1% de oocitos de los tres tipos; sin
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embargo,estosmismosautores,no llevaron a cabounaselecciónposterior de los

oocitos,paradescartaraquellosqueno seanaptosparala maduración,hechoqueen

nuestroestudiose considerófundamentalya que, prácticamentetodos los autores,

señalanque la selecciónde los oocitos antesde la maduraciónin viti-o es muy

importantepara asegurarel éxito de la misma (Leibfried y First, 1979; Fukui y

Sakuma,1980; First y Parrish,1987; Gordon, 1990; Herlerr e: aL, 1992).

Los resultadosobtenidosen nuestroestudio señalanque, despuésde la

selección y clasificación de los distintos tipos de oocitos, los porcentajesde

obtención,respectodel total de oocitosseleccionados,fueronde un 37,7%para los

oocitosde tipo A, 32,1%paralos del B y 29,1%paralos del C. Estosvalores,para

los tipos B y C, son superioresa los queobtuvieronKatskay Smorag(1984),pero

similaresa los datos aportadospor Lonerganet al., (1991). Otrosautores,(Xu e:

al., 1987; Fukui, 1990),utilizan tambiénen sustrabajosvarios tipos morfológicos

de oocitos,clasificadosde acuerdoa las característicasdel cúmulocelular,perono

muestran,en dichos trabajos,los datosrelativosa los porcentajesde recuperación

y selecciónde los distintos tipos de oocitos.

En cuanto al número de oocitos obtenidos por ovario, los resultados

mostradospor losdistintostrabajosconsultadosofrecenmuchavariabilidad.Algunos

autoresexponenen susresultados,un númerode oocitos/ovariode 11,1 (Satoe:

aL, 1990),4,9 (Funakashie: al., 1991), 14,6(Lonergane: al., 1992) y 8,9 (Taikagi

et al., 1992). Todosestos resultadosse refierena oocitos con cúmulo, lo que en

nuestro trabajo denominamosoocitosde tipos A y B. Los resultadosde nuestro

estudio, 2,4 oocitoscon cúmulo/ovario, fueron análogosa los descritospor otros

autores,que mostraroncifras de 2,5 (Arlotto el al., 1990) y 2,1 (Herlerr e: a!.,

1992). Probablemente,estasdiferenciasentreunosy otrosautores,se deban,a las

característicasdelas hembrassacrificadasenel mataderoy, sobretodo,a unamayor

selecciónde los oocitosrecogidostrasla punciónfolicular, antesde introducirlosen

el medio de maduraciónin viti-o.
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La clasificaciónde losoocitospara la maduración in viti-o sehizodeacuerdo

al númerode capasquepresentóel cúmulocelular.Seefectuéde estamanerapara

tratardeevaluar,en lo posible,si la selecciónde los oocitos,en basea estacualidad

morfológicay dependiendode las característicasdel medio de cultivo empleado,

podíainfluir tanto en la maduracióncomoen la fecundaciónbr viti-o. Esteobjetivo

ha sidoestudiadopor diversosautores,aunquecon algunasvariacionesrespectoa

la clasificación del cúmulo celular y la composición de los mediosde cultivo

empleadosen nuestraexperimentación«<u ti al., 1986; Lonergane:al., 1991; De

Laos e: al., 1992).En cualquiercaso,losoocitos, cualesquieraque fuera el tipo de

cúmulo celular, fueron seleccionadosen base a la integridad del cúmulo y

citoplasma, cuestión que la mayoría de los autores establecenprioritaria y

fundamentalantesde comenzarel cultivo de maduraciónin vfrro (~<u et al., 1986

y 1987; Shioyael al., 1988; Younise: aL, 1989; Lonergane: aL, 1991; De Laos

e: al., 1992; Herlerr el aL, 1992).

b.- Medio de cultivo.

El medio base de maduraciónin viti-o de nuestro trabajo fue el M-199

suplementadocon salesde Earlequees, con mucho,el medio más utilizadopor los

distintosautoresparaconseguirla maduraciónin viti-o de oocitosde ganadovacuno.

En este trabajo, se ha utilizado una modificación de la formulación original del

medio,descritopor Morgan (1950),basadaen la adición salesdeEarley glutamina,

de igual maneraa la descritapor Lu e: al. (1987) y una suplementaciónde

bicarbonatosódico (Eng et al., 1990), conel fin de procurar un aporteenergético

al oocito y mantenerun pH dentrode los valoresfisiológicos.

El medio sedispusoen forma de microgotascubiertascon aceitede silicona

líquido. Se eligió este método porque uno de los objetivos fundamentalesde las

distintas experimentacionesde maduracióny fecundaciónin viti-o, fue evaluar las

diferenciasexistentesentrelos trestipos morfológicosdeoocitosclasificados,lo que

exigía un aislamientoentreellosquesólamentese podíalograr medianteel uso de
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microgotas; el volumen fue de 50 ¡¿1 por su facilidad de manejo y se utilizaron

placasPetri de 9 cm de diámetro, en lugar de las placas de 3 cm empleadaspor

otros autores,ya que, podíancontenerun mayornúmerode microgotasde acuerdo

conel númerodeoocitosempleado,sin serexcesivamentegrandesparamanejarlas.

Todos los medios de cultivo utilizados en este trabajo, exceptoel medio

empleadoparalavarel semen,fueronequilibradosen la incubadorade CO2durante

doshoras,por lo menos,antesdelcomienzode losperiodosde cultivo. Estetiempo,

que en algunasocasionesincluso fue mayor, aseguréque el medio de cultivo

adquiriera-seequilibrara-las característicasde temperaturay atmósferagaseosadel

ambiente que le rodeaba; de esta manera se procuró que, los oocitos y los

espermatozoides,no sufrieran cambiosbruscosde suscondicionesfisicoquímicas.

Se dispusieronun númerode 5 oocitos por microgotaque, de acuerdocon otros

autores(Shioya e: al., 1988; Rose y Bavister, 1992), permitió un aportede los

componentesde los mediosadecuadoa cadaoocito.

c.- Composicion de los medios.

Ademásdel mediobásicode cultivo (M-199), los distintostratamientosa los

quesesometieronlos oocitospara su maduraciónPi vitro, estabansuplementados

con suerosy factoresde crecimiento(exceptuandoel tratamiento1 quesólamente

se formulé con M-199), en unascantidadesque, seguidamente,sevan a indicar:

1) Sueros.Como suplementaciónde los mediosde maduraciónse utilizaron

sueros con el fin de suministrar un aporte proteico al oocito. Se eligió la

suplementacióncon SFB y SVE frente a la del BSA porque esta última no puede

soportarel gastoenergéticoque suponela expansióndel cúmulocelular (Leibfried-

Rutledgee: al., 1986), cuya evaluaciónera, por otro lado, uno de los objetivos

experimentalesde nuestrotrabajo.Los suerosempleados,SFB y SVE, se utilizaron

con una concentracióndel 10% y/y en el medio de cultivo. La elecciónde esta

concentraciónestuvofundamentadaen los trabajosde diversosautores(Leibfried-
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Rutledgeetal., 1986; Sanbuisshoy Ibrelfalí, 1989;mm, 1990)que,dentrodeunos

límites de variación deI 10% al 20%, señalabanque la dosis másefectiva era un

10% y/y de sueroen el medio.Sanbuisshoy Threlfall (1989) señalaronquees más

lógico utilizar en los sistemas de maduración SVE que el SFR ya que, en

condicionesPi vivo, el oocito recibedurantela maduraciónel aponede sustancias

nutritivas maternasde origen sérico.

u) Factoresde crecimiento.La dosis empleadapor los -pocos-autoresque

hanutilizadoEGFen los mediosde maduraciónEn viti-o de oocitos,fue de 25 ng/ml

(Dekel y Sherizly, 1985), aunquelos primeros señalabanquequizásestadosisera

insuficienteparalograr el máximoefectoposibleen la maduraciónde los oocitosde

ratona.En la maduraciónde oocitosde cerda,Illera a al. (1992) utilizaron50 ng/ml

deEGF, con los quehanobtenidobuenosresultados.Sommera al. (1992) señala,

no obstante,en estamismaespecieanimal, queunaconcentraciónmásbajade EGF,

de 1 a 10 ng/mí, ofrecelos mejoresresultados.En el ganadovacuno,Sanbuissho

e: al. (1990), utilizaron 5,10 y 50 ng/ml de EGF en el medio, observandouna

posiblerelacióndosis-efectoenla maduraciónin viti-o de los oocitoscuandoaumentó

la concentraciónde EGF en el medio de maduración.

En nuestroestudio, ademásde tener en cuentaestos trabajos, se eligió la

dosis de EGF (20 y 50 ng/mí) debidoa la existenciade concentracionessimilares

en el líquido folicular porcino y humano (Hsu ci al., 1987); de este modo, la

concentraciónde EGF empleadaen nuestro trabajo, trató de reproducir, en lo

posible, los nivelesqueestefactor de crecimientopresentaen condicionesEn vivo.

En relaciónala concentraciónutilizadade IGF-1 en el mediodemaduración

in viti-o, seeligió la dosisde 100 ng/ml que, segúndemostróDowns (1989),fue la

quepresentóunamayoreficacia-entre1, 10 y 100 ng/ml de medio-para inducir la

activación de la meiosis en los oocitos de ratona; esta dosis también ha sido

empleadapor hIera(1992)en oocitosporcinos.Por otro lado,hayquedestacar,que

Echternkamperal. (1990) mostraronqueel líquido folicular vacunopresentabauna

concentraciónde IGF-l análogatambiéna la empleadaen estetrabajo, por lo cual

147



seeligió estaconcentraciónen el medio de maduración En ÑWpara que, comoen

el casodel EGF, seimitan en lo posible las concentracionesqueel IGF-l presenta

En vivo. En estudios recientes donde se ha utilizado IGF-l como componentedel

medio de maduración(Herler et aL, 1992), se empleó una dosis de 50 ng/mí,

aunqueen dicho trabajo,se escogiódichaconcentraciónde acuerdoa su influencia

sobrelos cultivos decélulasgranulosas,no en relacióna estudiosde maduraciónin

viti-o de oocitos y, además,sólamenteseevaluó la influencia de dicho factor sobre

la expansióndel cúmulo celular y sobre el desarrollo embrionario posterior, pero no

sobre la maduracióny la fecundaciónEn viti-o antes del comienzodel desarrollo

embrionario.

d.- Condicionesdel cultivo de maduraciónin vitw.

En lo que respectaa las condicionesambientalesdel cultivo de los oocitos,

seescogióla temperaturadel cultivo de acuerdocon la temperaturacorporal de la

especie(390C), unapresiónosmóticafisiológicade 295±5mOm/L y un pH de 7,4

que se mantuvoen el medio con una concentracióndel 5% de CO
2 en el aire.

Ademásde estos parámetros,se utilizó en la incubadorauna humedadrelativa

cercanaal 100%, de modo que todas estascondiciones tendieron a imitar las

condicionesa las queestásometidoel oocito En vivo.

El periodode maduraciónfue, en nuestrotrabajo, de 24 horas,ya que, en

condicionesEn vivo, esel tiempoquetardael oocitoen llegaral estadiode metafase

II despuésdel pico de la LH (Hyttel e: al., 1988). Estaduracióndel cultivo estáde

acuerdocon la queutilizan la mayoríadelos autoresconsultados(Sussy Wuthrich,

1985; Xu et aL, 1986, 1987; Leibfried-Rutledgee: aL, 1986; Lu e: al., 1987;

Younis e: aL, 1989; Gordon, 1990; Fukui, 1990; Rose y Bavister, 1992). Sin

embargo,recientemente,Dominko y First (1992) han sefialado que los mejores

resultadosde maduración,con vistasa la fecundacióny al desarrolloembrionario

En viti-o hastael estadiode blastocisto,seobtuvieronconperiodosde maduraciónEn

viti-o de 16 a 20 horas,lo cualdeberásertenido en cuentaen futurosexperimentos.
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e.- Criterios de maduración iii viti-o.

Los criterios de maduración se basanen averiguar la configuración meiótica

del oocito. Paraello esprecisoqueseanfijados y teflidos. La técnicade fijación y

tinción empleadaen este trabajo es la utilizada por la mayoríade los autores.

Permiteunavisualizaciónfácil y relativamenterápidade las estructurasnucleares,

aunquepresentaun inconveniente,que es, comoseñalanTrounson e: al. (1978) y

Xu etal. <1986),que en determinadasocasiones,en un oocito maduro-metafaseII-

el colorantepuedearrastrary hacerdesaparecerel primercorpúsculopolar,con lo

cual, la configuracióncromosómicapresentaríael estadiode metafase1. Estehecho

se da raramentey este método se muestra,con todo, como uno de los mejores

sistemasparaaveriguarel estadiode maduraciónalcanzado.En nuestrotrabajo, se

introdujo unamodificacióndel métodode fijación y tinción habitualmentedescrito,

comofue la utilizaciónde siliconalíquida entrecubreobjetosy portaobjetos.De esta

manera,amboscristalesquedanmejor fijadosquecon la mezclade parafina-vaselina

empleadaen otros trabajosy, despuésde la tinción, los oocitossepuedenvisualizar

mejor.

El criterio de maduraciónnuclearcomúnmenteseguidopor los autoresesel

de considerar,comooocito maduro,aquelqueseencuentreen el estadiode metafase

II. Algunos trabajos designancomo oocitos maduradosa aquellosen los que se

produjola desapariciónde la vesículagerminal (GVBD), incluyendolos estadiosde

GVBD, metafase1, Anafase1 y Telofase1, ademásde la metafaseII (Dekel y

Serizly., 1985; Fenge: al., 1988; Downse aL, 1989; Downs, 1989; Armstrong e:

al., 1991; Brucker et aL, 1991). Sin embargo,en este trabajo, se establecióel

criterio de maduraciónde los oocitosen la consecucióndel estadiode metafaseII,

ya que es el estadioal que tiene que llegar el oocito antesde la fecundaciónen

condicionesin vivo y, por lo tanto, el másapropiadoparavalorar, con la máxima

certeza,el éxito de la progresiónmeióticadurantela maduraciónin viti-o.

2.- EXPANSION DEL CUMULO CELULAR.
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En condiciones in viw, las células del cúmulo comienzan su expansión

despuésdel pico de las gonadotropinas,justo antesde la ovulación.En los oocitos

bovinos,estaexpansióncomienzadebidoa la actuaciónde la FSH, queefectúasu

acciónmedianteun mecanismoen el queestáimplicadoel AMPc. La importancia

dadaa la expansióndel cúmulo celular sedebea queestascélulas actúancomo

intermediariosde la acción ejercida por las gonadotropinas,hormonasesteroides,

factores de crecimiento y otros compuestosintrafoliculares que, mediadospor

mensajeroscelulares(AMPc, calmodulina,Ca2~),ejercenaccionessobreel oocito

(Hyttel, 1988; Gonqalvesy Graves, 1992).

Uno de los resultadosmásevidentesde la expansiónes la mucificacióndel

cúmulo celular, debidoa la secrecciónpor partede éste,de un glicosaminoglicano

no sulfatado,el ácidohialurónico,quese disponeen la matriz intercelulary provoca

la separaciónentrelas célulasdel cúmulo(Bali el aL, 1984).De estamanera,en el

momentode la ovulación, lascélulasdel cúmulo sehan expandidoen compáscon

la progresión melótica de] oocito hasta la metafase fl. La importancia de la

expansióndel cúmulocelularestribaensu importanciaparafavorecerla fecundación

de los oocitos; la expansióncompleta del cúmulo influye, por un lado, en los

mecanismosde capacitación,y por otro, permite efectuaruna selecciónde los

espermatozoidesque lleganal oocito.

Algunos autores,señalanque estasimilitud entreexpansióndel cúmulo y

maduracióndel oocito, puedeser un indicadorde la maduracióndel mismo. En

nuestrotrabajo,se ha medidola influenciaquelos suerosy factoresde crecimiento,

conjuntay separadamente,tienen sobreel gradode expansióndel cúmulo celular,

paradespuésindicar la relaciónexistenteentreéstey la maduracióndel oocito.

Los autoresque han estudiadoeste procesohan clasificado la expansión

sufrida de vahos tipos: Hensleighy Hunter (1983> lo hacenen trescategoríasde

acuerdoal gradode expansióndel cúmulo (1 a 3) comparadocon la expansiónde

los oocitosmaduradosin vivo a los quedan un valor de 4. Behnke(1987) lo hace

en tres categorías.Downs (1988) señala5 tipos de expansión(de O a 5) de acuerdo

150



al tamaño del cúmulo. Musse (1990) clasifica la expansióndel cúmulo en 4

categorías(de O a 3) de acuerdoa su gradode mucificación. En nuestrotrabajo se

clasificó la expansióndel cúmulo celular de acuerdoa la relaciónentreéstey el

tamañodel oocito, de modo que la expansiónmáxima (+ + +) fue aquella que

presentóun diámetrode más de tres vecesel del oocito, similar al criterio de

Behnke(1987).

En el tratamientocontrol, sin ningunasuplementaciónde suerosni frtores

de crecimiento,seobtuvieronvaloresdel 23% de expansiónmáxima.Esteresultado

es similar al señaladopor Hensleighy Hunter (1983),con un 18% de expansión

máxima en un medio de maduraciónsin ningunasuplementaciónde sueroni de

hormonas.Sin embargo,estosdatos(mostradosen la Tabla7), en el mediocontrol,

fueron superioresa los obtenidospor Younis y Brackett (1992) con un 11% de

expansiónmáximacuandoutilizaron M-199 sin suero. Es destacablequecasi un

70% de los oocitosno presentaronprácticamenteexpansióndel cúmulo, de acuerdo

con los datos señaladospor los autoresanteriores.Esteresultadoes lógico ya que,

el mediocontrol, no tieneprácticamenteningún factor que permitala expansióndel

cúmulo, ni hormonasni los factoresnutritivos quevan incluidos en el suero.

Cuando se utilizaron sólamentesueros en el medio de maduración,el

porcentajede expansiónmáximaaumentórespectodel control; así, con el SFR fue

de un 36,1% similar al 40,3% obtenidopor Behnke(1987) utilizando el medio

MEM. Estevalor no fue muy distinto al del medio control, pero hay que teneren

cuentaque con el SFB casi un 70% (69,6%)de los oocitospresentóalgunode los

gradosde expansióndel cúmulo, mientrasque, en el control,esemismoporcentaje

(69,2%) fue de oocitos que no tuvieronprácticamenteexpansión.

Cuandose añadióSVE al medio seobtuvola máximaexpansióndel cúmulo

celular,de acuerdoalo descritoporSchellanderet al. (1990).El valor deexpansión

máximafue del 52,9%, valor análogoal 53% obtenidopor Sanbuisshoy Tbrelfall

(1989) queutilizaron tambiénun 10% de SVE en el medio de maduración.Otros

autores,indican un porcentajedeexpansióndel95% cuandousanestetipo de suero,
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pero no señalansi esevalores de expansiónmáximao sólamentede expansióndel

cúmulo (Schellandere: al., 1990); en este último supuesto,el valor alcanzadoen

nuestrotrabajo,en dicho medio, fue del 86,3%.

Otrosautoreshanevaluadoel gradodeexpansióndel cúmulocelularcuando

sometieron los oocitos a un medio de maduración iii vftro con suero y hormonas

gonadotropas (FSH y LH). Olson e: al. (1990) obtuvieron un 64% de expansión

máxima,al utilizar SFRy FSH, mientrasqueAnnstronge: al. (1991),también con

FSH, consiguieronun 100%, perono señalaronquegradode la mismaalcanzóel

cúmulo celular; sin embargo, Zuelke y Brackett (1990) demostraron que

suplementadoel medio con LH, la expansiónproducidafue mucho menor a la

inducidapor la FSH, pero el oocito no perdíasu capacidadde madurarEn viti-o.

Younis y Rrackett(1992) indicaronque el mediode maduraciónsuplementadocon

SFR + TSH permitió lograr un 64% de expansiónmáxima,con lo quemostraron

que la TSH tambiéntuvo un efectopositivo en la expansióndel cúmulode oocitos

bovinos frente a los tratamientossin estahormona.En la especieporcina, Musse

(1990) obtuvolos mayoresíndicesde expansióndel cúmulo celularcuandoutilizó,

en el medio de maduración,una suplementaciónde suerode cerdaen estro (10%),

FSH (5 gg/ml) y LH (1 ¡Lg/ml).

Este ligero aumentode los índices de expansión,cuando se utilizan

hormonas,respectoalos conseguidossólamentecon SFR, sedebeaque la FSH y

LH, en combinación,estimulan la expansión del cúmulo, aunquetambiénse ha

descritounaciertavariabilidadentrela respuestaindividual del cúmulo y la dosis

de gonadotropinasempleadas(BalI e: al., 1984; Musse, 1990);estemismoautorha

descritoque, estasgonadotropinas,no tienenla mismacapacidadparaestimularel

cúmulocuandose utilizaron de maneraaislada,ya que, la FSHpresentóporcentajes

de expansiónsensiblementemayoresque la LH.

En nuestro trabajo, la adición de factores de crecimiento a todos los

tratamientosempleadosparaevaluarla expansióndel cúmulo celular, aumentaron

considerablementela tasadeexpansiónmáxima, tantoen los tratamientossin suero,
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comocuandoel medio llevó SFB o SVE. Las diferencias,entrelos dos factoresde

crecimientoutilizados, se evidenciaron más en el gmpo de tratamientosque no

incluyeronsueros.En ellos, el EGFpresentóel valor másalto,46,5% deexpansión

máxima, mientrasque el IGF-1 mostró un valor sensiblementeinferior (28,7%),

aunqueprovocóuna expansióntotal (sumade los criterios +, + + +++ +) mayor

quela del control. La adiciónconjuntade los dosfactoresdecrecimientomostróuna

expansiónmáximainferior a la queprodujo el EGFsólo (42,8% frenteal 46,5%),

peroel total de los oocitoscon expansióndel cúmulo síque fue mayor.

La expansióndel cúmulo celular provocadapor el EGF en los oocitos

bovinos maduradosEn viti-o, no ha sido estudiada,hastael momento,por ningún

autor, pero Downs (1989) si efectuóestudiosen estesentidoen oocitosde ratona.

Esteautor indica, de igual maneraqueocurreen nuestrotrabajo,queel EGF es el

factor de crecimientoque provocael mayor porcentajede expansióndel cúmulo

celular (en su trabajo,cercanoal 100%). Los resultadosqueesteautorobtieneson

mayoresque los de nuestroestudiodebido, probablemente,a queutiliza EGF de

origen murinoen oocitosde ratona, lo cual le otorgaunaespecificidadde especie

considerable;además,el mecanismopor el quese producela expansióndel cúmulo

en los oocitosmurinosestáregulado,en su mayor parte,por las concentracionesy

fluctuacionesdel AMPc, mientrasqueen el cúmulo celularde los oocitosbovinos,

ademásdel AMPc, también intervienen otros mensajerosintracelularescomo la

calmodulina,diaclíglicerol y calcio iónico (Gonqalvesy Graves, 1992), sobre los

que, probablemente,el EGF no actúede igual maneraquesobreel AMPe.

El valorde la expansiónmostradopor la utilizaciónde FC fue superiora los

mediosquesólamenteconteníansuero;además,la adiciónde sueroconfactoresde

crecimientoaumentó,en todos los casosestudiados,los porcentajesde expansión

máximay, muy especialmente,cuandose utilizó SVE.En amboscasos-SFBy SVE-

el IGF- 1 fue el quepeorcomportamientotuvo, cercanoincluso,al valor del control

con SVE (54,4%frentea 52,9% deexpansiónmáxima,respectivamente).Herler el

al. (1992)estudiaronla expansióndel cúmulo provocadaporel IGF-1 en un medio

de maduracióncon 10% de SVE y sus resultadosde expansión(48%) son algo
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menoresa los de nuestrotrabajo,aunquecreemosqueello puedeserdebidoa que

utilizaron en sus medios de maduración50 ng/ml de IGF-l, la mitad de la

concentraciónquese utilizó en estetrabajo.

Buccionee: al. (1990) señalaronque la expansióndel cúmulo requeríala

acciónde un factor endocrino, la FSH, que comenzabasu actuacióngraciasa la

actuaciónparacrinade un compuestosolublequeerasecretadopor el propio oocito

y actuabaen el cúmulo.La actuaciónde los factoresdecrecimientosobreel cúmulo

pueden,quizá,explicarsedentrodeestecontexto;así, lasaccionesejercidasporeste

compuestodesconocidopuedenser mediadaspor los factoresde crecimiento,de tal

maneraque, en ausenciade hormonasgonadotropas,como la FSH, estos FC

provoquenla expansiónpor los mismosmecanismos.La leveacción de expansión

del cúmulo ejercida por el IGF-1 podría explicarse porque este factor tiene

receptoresen el propio oocito (Balbonia al., 1987),a diferenciadel EGE quesólo

los tiene en las células de la granulosa, y puede que, en el mecanismode

reconocimiento,la moléculade IGF-l interfiera con el compuestoque estimulala

expansión,secretadopor el propio oocito.

Ademásde Downs (1989) en la ratona, otros autores(Zhanget al., 1991)

utilizaron un análogodel 1GW1, la insulina, en el mediode maduraciónin vitro de

oocitosbovinos y evaluaronla expansiónqueprodujo,evidenciandoun leveefecto

positivo respectodel medio control. Downsseñalóqueel efectode la insulina era

peor que el producidopor el propio IGF-1, probablementedebidoa que el RiF-1

presentamayor afinidadpor los mismosreceptoresde la membranacelular.

La tabla 9 y el Gráfico 1 de los resultados,muestranel porcentajede los

oocitosque tuvieron la máxima expansióndel cúmulo celular y el porcentajede

maduraciónin vitro de estosoocitos.En ellos sepuedeobservarla relaciónexistente

entreel grado de expansiónmáxima y el de maduraciónalcanzado;en todos los

casos,los valoresdemaduraciónfueronmayoresalos de expansión,de acuerdocon

lo indicadopor Behnke(1987).Especialmenteevidentefue la relación mostradaen

el casode los tratamientosqueincluyeronambosfactoresdecrecimiento,en los que
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existió una relación estrecha con el Indice de expansión. Curiosamente, estos

tratamientosson ademáslos que, dentrode su mismogrupo, presentaronlos Indices

de expansióny maduraciónmásaltos.

En los tratamientoscon IGF-1, sin suplementaciónde suero, es destacable,

al igual que lo han hechoHerlerr et al. (1992),que la diferencia entre los valores

deexpansióny maduraciónno ofrecióningunacorrelación,presentandovaloresmuy

distanciadosentresi; sin embargo,pesea los bajos valoresde expansiónrespecto

al resto de los tratamientoscon factores de crecimiento, los porcentajesde

maduraciónno mantuvieronlas mismasdiferencias,sino que fueron similarese

inclusosuperiores(casodel tratamientoque ademásdel IGF-1 incluyó SVE) a los

de los otros factoresde crecimiento.Este hechonos parecióindicar que el efecto

que e] IGF-l ejercesobrela maduraciónestámediado,en parte, por lascélulasdel

cúmulo, aunqueno de la mismamaneraqueen el casodel EGF. Por lo tanto, de

igual maneraque la indicada por Herlerr a al. (1992), la maduraciónnuclear

provocadapor el IGF-l no se correspondecon la expansióndel cúmulo.

Con los datos obtenidos en nuestro trabajo no se puede asegurar

rotundamenteque, mediantela evaluaciónde la expansióndel cúmulo celular, se

pueda averiguar el porcentaje de maduración in vúro alcanzado. Esto es

especialmentecierto cuandose utiliza una sustanciacomoel IGF-1 parafavorecer

la maduraciónin virro ya que,comose ha señalado,no actúade igual maneraen el

núcleo del oocito que sobre las células del cúmulo que le rodea. Por otro lado,

distintosautores,señalanque la expansióndel cúmulocelular y la maduracióndel

oocito son procesosindependientes(Schoroedery Eppig, 1983) o quevan unidas

(Buccioneer al., 1990). Lo que sf se ha indicadoes que, si se inhibe la acciónque

provocala FSHen el cúmulocelular, ni esteseexpandeni el oocitomadura(Eppig,

1982), por lo que, probablemente,la acción del IGF-1 sobre el oocito es

independientede la acciónque puedaejerceren el cúmulocelular.

Sin embargo,se ha podido encontraruna relación, entre expansióndel

cúmulo-maduraciónnuclear, cuando se utilizaron otros factores de crecimiento,
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especialmentela adición conjuntade ambosfactorescon sueros.El conjunto de

nuestroexperimentonos haceestarde acuerdocon los autoresque indicanque la

expansióndel cúmulono esun parámetroabsolutamenteválido de la maduraciónin

vitro del oocito, sobre todo al utilizar lGF-l, pero por otro lado, al emplearotros

tratamientossiseencontróciertarelaciónentrela expansióny la maduración.Por

todo ello y en esasdeterminadascircunstancias,pareceadecuadoafirmar que, la

valoraciónde la expansióndelcúmulocelular, es un parámetrofiable y, sobretodo,

permiteque, sin destruir el oocitopor medio de las técnicasde fijación y tinción,

se pueda obteneruna aproximacióndel comportamientoque han tenido tras el

periodode maduraciónin vitro.

Estehechotieneespecialimportanciacuandolos oocitosmaduradosin vi¡m

estándestinadosa los sistemasde fecundaciónitt vitro y, por lo tanto, no pueden

destruirseparaaveriguarsuestadode maduración;de hecho,unode los factoresque

tienenen cuentaciertos autoresa la horade elegir oocitosparaFIV, despuésdel

periodode maduraciónitt vitro, es el gradode expansióndel cúmulo celular (Rail

a al., 1983; Behnke, 1987; Sanbuisshoy Threlfall, 1989; Farin, 1991; Pavlov es

al., 1992).

La realizaciónde un mayor númerode estudiosrelativos a la influenciay

mecanismode actuaciónde los factores de crecimiento sobre la expansión de]

cúmulo (sobre todo en la determinaciónde los mensajerosintracelulares -

diacilglicerol, calmodulina,AMPc, etc.- implicadosen estos mecanismos),serían

de gran ayudaa la horade establecerlas verdaderasrelacionesentreexpansióndel

cúmuloy maduracióndeloocitoparadilucidar si, en virtud del factorde crecimiento

utilizado, son dos procesosdistintos e independienteso por el contrario, estáui

íntimamenterelacionadosentresi.
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3.- MADURACION ¡Al VITRO.

Los valoresobtenidasen los experimentosde maduracióniii vúro seexponen

en en fas tablas10, 11 y 12 para los tipos morfológicosde oocitos A, B y C,

respectivamente.

Como ya se ha sefialado en parte anteriormente,el objetivo de estos

experimentosfue utilizar los factoresde crecimiento(EGFe IGF-l) en los medios

de maduraciónin vitro de oocitosbovinos,dadala escasezdeliteraturaexistenteal

respecto,para comprobarsi, al igual que en otras especiesanimales,favorecían

dicha maduración.Paravalorarel efectode los FC, bajo distintascondicionesde

cultivo, se añadieronen el medio de maduraciónde la siguientemanera: sin

suplementaciónsérica,con suerofetal bovino o con suerode vacaen estro;de esta

manera,en el primercaso, sepudo observarel efectoproducidoporellos mismos

en la maduraciónitt vitro, mientrasque, en el segundoy tercercaso, seevaluósi

su presencia en el medio de maduraciónjunto a una suplementaciónsérica

aumentabao no los fndicesde maduraciónde los oocitos.

Además de todo lo expuesto anteriormente,se quiso establecersi los

mecanismosy efectosde los FC que favorecen la maduraciónitt vúro utilizan las

célulasdel cúmulo celularque rodeaal oocito comomediadoresde esteefecto,de

la misma maneraque, como señalaAmstrong e: al. en 1991, parecenactuar las

hormonas;estacuestiónseaprecióal dividir los oocitosen tres tipos morfológicos

de acuerdoal númerode capasdel cúmulo quepresentan.

Los porcentajesexpuestosen las tablas anteriormentemencionadasseñalan

los estadiosque presentaronlos oocitos despuésdel periodode maduración.En

adelante,comoya se expusoal comienzodel capítulode discusión,sólamentenos

referiremosa oocitosmaduroscomoaquellosque llegaronal estadiode metafaseII

(M-IJ), exceptocuandoseciten trabajosqueexpresanla maduraciónde Josoocitos

comoel porcentajede los que superaronel estadiode vesículagerminal GVBD.
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En los oocitosdel uz»oA, los datosde maduraciónin vitro obtenidosen los

tratamientoscontroles(T-l, T-6 y T-1 1) fueron los siguientes:

En el control sin suero se obtuvo un porcentajede maduracióndel 36,5%,

superiora los valoresobtenidospor Fukui eta!. <1982): 32% conM-199, 22% en

KRB-m y 17% en BMOC-3. Por otro lado, Sanbuisshoet al. (1990) emplearonel

medio Ham F-12 sin ningún suplementosérico, obteniendoen estascondicionesun

34% de metafaseII, valor ligeramentemásbajoqueel obtenidoen nuestrotrabajo.

Estosvalorestan bajosqueofrecenla mayoríade los autores,obedecea la falta de

suplementaciónproteicay energéticade los medios; y, aunquelos oocitos son

capacesde completarla maduraciónitt vitro, el índicede oocitosqueal términodel

cultivo presentaronalgún signo de degeneraciónfue mucho más alto quecon los

tratamientosquellevan sueros.En nuestrocaso,fuede un 16% mientrasqueFukui

et al. (1982)indicaronque hastaun 55% de los oocitosseclasificarondegenerados

cuandofaltó sueroen el medio.

Los porcentajesdemaduracióny degeneraciónse modificanal añadirsueros

al medio. La suplementacióncon componentesséricos(RSA, SFB y SVE) se han

utilizado en prácticamentetodos los sistemasde maduraciónitt vitro; estose debe

a la necesidadmetabólicaque el oocito tieneparasintetizarsuspropiasproteínaslo

que, sólamenteocurreen el periodode maduraciónsiemprequelas condicionesdel

cultivo seanadecuadas.Entre los distintoscompuestosséricosutilizados,el BSA es

el componentequepeoresresultadostuvo en los sistemasde maduración,ya que,

como indicaron L.eibfried-Rutledgee: al. (1986), no puede soportar el gasto

energéticoque suponeJaexpansióndel cúmulocelularcomotampocoofrecebuenos

resultadosde penetraciónde espermatozoides.Por este motivo, el medio de

maduración,debe,por un lado, asegurarlas condicionesmetabólicasy energéticas

del oocito y por otro, favorecer su fecundación.Los sueros empleadosen este

trabajo fueron FCS y SVE, ya que uno de los objetivos del presenteestudioera

analizaraspectosde la fecundaciónitt vitro.

En los sistemasde maduraciónja virro de muchasespeciesanimales se
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utiliza, como fuente proteica, suero de origen sanguíneo,SFR o suero en estro

homólogode la especie,como en el ratón (Eppig, 1989) o en el cerdo (Musse,

1990; Coy, 1992).

En nuestrotrabajo,el porcentajede maduraciónconSFRexclusivamentefue

del 41,7%, valor que se aproximaa los que, para este mismo tipo de oocito,

obtuvieroniXu e: al. (1986) y Younis y Rrackett (1992),quefue del 48% y 46%,

respectivamente.Susko-Parrishel al. (1991) señalaronun 59% de maduraciónen

estas condiciones,aunqueestos autores,evaluaroncomo oocitos maduros, no

sólamenteaquellosquellegarona la M-II sino tambiénaestadiosanteriores,como

anafase1 y telofaseA.

Los datosobtenidosen el tratamientocon SVE (45,6%) fue másalto queel

presentadocon SFR y, sobretodo, con el control. Este valor fue más bajo que el

69,9% quepresentaronSanbuisshoy Threlfall (1989) y el 59,2% de Younisel al.

(1989).Probablemente,las diferenciasquesepuedenobservarconlos resultadosde

otros autores,puedendeberseal método de obtención y preparacióndel suero ya

que, por ejemplo, Schellandere: al. (1990)obtienenel suerode vacassometidasa

tratamientosde superovulación,lo cual,modificalasconcentracioneshormonalesdel

suero.Por otro lado, tampocoseñalanla aptitudni ladietade los animalesutilizados

para obtener el suero, lo cual puede también, influir en las concentraciones

hormonalesde LH, progesteronay estradiolsobre todo (Folman er al?, 1983).

Las diferencias entre los dos tipos de suero se encuentran en las

concentracioneshormonalesqueposeen,ya que,al serel SVE recogidoen las horas

inmediatamenteposterioresal inicio de los síntomaspsicosomáticosdel estro,según

Kruip (1988), tienen diferencias en las concentracionesde LH, progesterona,

estradioly de prolactina(Younis et al., 1989). La adición de estashormonashan

justificado, en otros experimentos,un aumentode la maduración(Zuelke el al.,

1989; Fukui, 1989) perono así de prolactina(Younisy Brackett, 1992). Por otro

lado, el SVE empleadopor nosostrospresentabauna mayorconcentraciónde TSH

quela delSFB, y deacuerdocon un trabajoreciente(Younisy Rrackett, 1992),esta
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hormona puede influir también en el aumentode los resultadosde maduración

cuandose utiliza SVE.

Un hecho a destacares el descensoen el númerode oocitos degenerados

cuandose utilizó un tratamientocon suero,desdeun 16% en el medio control (sin

suero)hastael 5,9% y 8,8% en los medioscon SFR y SVE, respectivamente.El

dato obtenidocon el SFR (5,9%) es similar al 7,5% de Sato el al. (1990) pero

contrastaconel 22% de oocitosconsignosde degeneraciónqueobtuvieronYounis

y Brackett (1992)al utilizar SFR.

En los oocitos tipo B, el tratamiento sin suero produjo el 30,7% de

maduración.Estevalor fue superioral 22% obtenido,en el mismo tipo de oocito,

por King el aL (1986)con el medioKRB-m. En los tratamientoscon suero,al igual

que en los oocitosdel tipo A, los porcentajesde maduraciónaumentaron(4 1,9% y

50% con SFB y SVE, respectivamente)a la vez que disminuyeron los de

degeneración(6,4% y 9,5%);por lo tanto,el efectodel suero,tambiénfue favorable

en estetipo de oocitos.

Los porcentajesde maduraciónen el tratamientosin suero,de los oocitosdel

tipo C, fue del 34,3%, mayor que el obtenidopor King e! al. (1986) pero algo

menorqueel 38% señalado,con el medio Ham F-12, por Sanbuisshoa al. (1990).

Cuandose utilizó suero, no seprodujeronunasdiferencias tan evidentes,en los

valoresde maduración,comoen los oocitosA y B; con SFB fue del 37,2% y con

SVE el 38,9%. El primero de ellos fue similar al obtenidopor Leibfried y First

(1979) y superior al 29% logrado por Susko-Parrishet al. (1992) y el segundo,

inferior al 55% obtenido por Kim y Park (1990) que utilizaron en el medio

concentracionesdel 15% y 20% de SVE. Sin embargo,aunqueel efecto de la

suplementaciónsérica no se demostróclaramenteen este tipo de oocitos, sf que

influyó en lo que respectaal número de oocitos que presentaronsignos de

degeneración;de estamanera,se observaen la Tabla12 de los resultadosque, de

un 21% deoocitosclasificadoscomodegenerados,seobtuvieronsólamenteel 7,3%

y 10, 1 % cuandoseempleósueroen el mediodemaduración.Al igual queindicaron
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Xu eí al. en 1986, estehechose deba,probablemente,a quelas pocascélulasque

existenen estosoocitospuedentrasladarcienoscomponentesséricosal interior del

occito y, aunqueno se aumentae] númerode oocitosmaduros,sí quepermite un

menorporcentajede degeneración.

Influenciade las célulasdel cumulo.

Las Tablas19, 20 y 21 muestranel efectode las células del cúmuloen los

porcentajesde maduracióniii vitro, dependiendodel tipo de oocitoy del tratamiento

empleado.En todasellas lo quemás resaltaes la gran diferenciaqueexistióentre

los oocitosque teníantodo o partedel cúmulo celular y los oocitosdenudados.En

concreto,losporcentajesde maduraciónfueronconsiderablementemayores,excepto

el tratamientocon 20 ng/ml de EGF sin suero,en los oocitosdel tipo A frentea los

del tipo C, especialmente,en los mediosquellevaron los dos tipos de FC a la vez

y 50 ng/ml de EGF. El comportamientoentrelos oocitosdel tipo R y C es similar

al indicado anteriormente,aunque las diferencias no son tan acusadasni se

produjeronen todos los tratamientos.

La razón de esteefectopuedeser, de acuerdocon lo señaladopor varios

autores(Downs e:al., 1988;Sirard et al., 1992)quelos compuestosquemantienen

detenidala meiosis provienendel cúmulo celular y pasanal oocito graciasa las

unionesexistentesentreéstey las célulasquele rodean.Cuandollega unasustancia

que interrumpe ese flujo de compuestos inhibidores hacia el oocito, esta

comunicacióncúmulo-oocitosecortay el oocito seencuentralibre parareanudarla

meiosis. Por lo tanto, en los oocitosdenudados,al no existir cúmulocelular, no se

puedenejerceresasacciones,debiendoestara mercedde los estímulostransmitidos

por receptoresde la propia membranadel oocito (Downs el al., 1988) o por las

pocascélulasde granulosaque rodeanal gametoy puedanejercerpequeñosefectos

estimulatoriossobrela maduración.Lasaccionesmásespecíficasde los factoresde

crecimientosediscutirán en las páginassiguientes.
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Acción de los factoresde crecimientoen la IVM.

Hastael momento,en la bibliografíaconsultada,existenpocostrabajosque

traten sobre la influencia que los factores de crecimiento (FC) tienen sobre la

maduraciónitt virro de oocitospreovulatoriosy, la mayoríade ellos, se refierena

oocitosde animalesde laboratorio(rata y ratón).

Todos los factoresde crecimientoquese han utilizado en dichos trabajos

tienen en común que actúana dosis muy pequeñas(del orden de ng/ml), están

implicadosen mecanismosfisiológicosdiferentesy que su mecanismode actuación

se produce gracias a receptores localizados en las membranascelulares. La

posibilidadde quepuedanactuaren la maduraciónde los gametosfemeninostiene

su origen en las accionesque ejercenen el aparatogenital femenino,ya que sehan

aislado en el líquido folicular de varias especiesanimales, células tecales e

intersticialesováricas,ademásde existir receptoresparaellos en las células de la

granulosa.No todos los FC emp]eados,hastala fecha,en la maduraciónbr vllro de

oocitos,han demostradoun efectobeneficiososobrela misma(Downs, 1989).

En nuestro trabajo, se demuestraclaramenteque los FC de crecimiento

empleados,EGF e RiF-1, separaday conjuntamente,estimulan, de manera

significativa, la maduraciónitt pirro de oocitosbovinos: estehecho se produjo en

mediosde maduraciónsin ningunasuplementaciónséricay, también,en medioscon

sueroen los que, además,se alcanzaronlos mayoresvaloresde maduraciónde los

oocitos.

a.- Tratamientossinsuem(Grupo control). En el grupode tratamientosen

los queno se utilizó suero,en los oocitosde tipo A, con cúmulocelular completo

(Tabla 10), el tratamientocon 20 ng/ml de EGF fue el que peor compoflamiento

tuvo y prácticamenteno se diferenció del tratamientocontrol (40,4% y 36,5%,

respectivamente).El tratamientocon 50 ng/ml de EGF sí tuvo, por el contrario

diferencias significativas frente al control (53,3% frente a 36,5%). Este hecho

coincidecon un efectodosis-respuestaparael EGF, que ya ha sido señaladopor
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varios autores,uno de ellos en la maduracióndeoocitosde ratona(Downs, 1989)

y el otro, con oocitosbovinos (Sanbuisshoe: al., 1990). En amboscasos,de igual

maneraqueen nuestrotrabajo,al utilizar dosisde EGE cercanasa los 50 ng/mI, se

observó un mayor Indice de maduracióny de GVRD; este hecho sin embargo

contrastacon la concentraciónutilizadapor Sommere: al. (1992)en la maduración

itt vitro de oocitosporcinos,dondeselialaque10 ng/ml e incluso menores,ejercen

mejoresaccionesquedosismásaltas.Estosmismosautoresfundamentansu elección

en que, a dichaconcentración,seproduceunamayorincorporaciónde aminoácidos

al interior del oocitoporcino; sin embargo,otros autoresquetambiénhan trabajado

en la misma especie,señalaronque la dosis más adecuadapara conseguir la

maduraciónitt vitro fue de 50 ng/ml (Illera e: al., 1992).

Los porcentajesde maduraciónobtenidoscon el EGF son similaresa los que

obtuvieronen oocitosbovinos, con la mismadosis aunquecon un medio distinto

(HamF-12),otrosautores.En concreto,Sanbuisshoe:al. (1990)obtuvieronun 85%

de GVBD frente al 85,2% de nuestrotrabajo, mientrasqueCoskumel al. (1991)

obtuvieron un valor de maduraciónmásalto que en nuestroestudio(79%) también

con un medio de cultivo distinto (DME/F-12). Los mayores porcentajesde

maduracióndeoocitosen la bibliografíaconsultadacorrespondenalos ofrecidospor

Deckel y Serizly (1985) y Downs (1989),amboscon valoresdel 100% de GVRD,

en oocitosde ratay ratona,respectivamente.Esteporcentajetan alto pudo deberse

a dos causas:la alta especificidadentreel EGF utilizado (estosautoresescogieron

EGFde origen murino)que, ademásde estevalor de maduración,permitió un valor

de expansióndel cúmulo celular cercanotambién al 100%, y tambiénpudo ser

debidoa queen el mecanismode detención/activaciónmeióticadel oocito de estas

especiesanimales,el AMPc juegaun papelesencial;estono ocurreasíen la especie

bovina (Sirard 1992) donde, ademásdel AMPc, otra serie de sustanciasse

comportan como inhibidores potentesde la reanudaciónmeiótica (adenosina,

hipoxantina)sobrelas que, probablemente,el EGF no actúade igual manera.

El mecanismode actuacióndel EGF sebasaen la inhibición dela formación

de AMPc en las células de la granulosa(Deckel y Sherizly, 1985; Feng a aL,
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1986); estecompuestopasa, a travésde las unionesintercelulares,al cocito y lo

mantieneen reposomeiótico. Cuandoseinterrumpenestasuniones,secortael flujo

de AMPc, activíndoseuna señalqueimplica la entradadel oocitoen meiosis.Este

mecanismode actuaciónse apoyaen que,como señalaDowns(1989),el EGFesel

FC queproduceunamayor expansióndelcúmulo, de maneraan~Iogaa la FSH; de

esta manera,al igual queindicó Pellicereí al. (1989), la actuacióndel EGFpuede

comenzarinterrumpiendola acciónde estahormonasobreel cúmulo celular,bien

directamenteo utilizando su mismo mecanismode actuación, obteniendocomo

resultado una disminución en las concentracionesde AMPc. Además, el EGF

también presentaciertas accionessimilaresa las de la LH, tal y como afirman

Deckely Serizly(1985),unade cuyasaccionessobrela maduracióndeloocito,entre

otras, consisteprecisamenteen interrumpir las comunicacionesentreel cúmulo

celular y el oocito.

Todavíano se sabeciertamentecual o cuales son las accionesespecíficas

ejercidaspor estefactor de crecimientosobre el oocito, aunquesi seconoceque

despuésde la unión EGF-receptorse activa un sistemade señalesintracelulares,

sobretodo de la PKC (Jamesy Rradshaw,1984; Aberdamy Deckel, 1985)que, tras

defosforilar una proteína de naturaleza aún desconocida, intervienen en la

transmisiónde señalesquedesencadenaránla activaciónmeiótica. Profundizando

másaúnen estosmecanismos,Newporty Kichner(1984) señalaronqueen concreto,

el mecanismode activaciónmelóticodel EGF,y probablementede otrosFC, se basa

en la defosforilización de un componentedel factor promotor de la maduración

(MPF) que, al activarse,induceel comienzode la maduracióndel oocito.

En lo que respectaal IGF-1, Downs (1989) indicó que este factor de

crecimientoprodujosólamenteunaligeraestimulaciónde la maduraciónitt vkro de

oocitos de ratona. Sin embargo,en nuestro trabajo sí que provocó un estímulo

significativo,respectodelgrupocontrol(48,7% y 36,5%,respectivamente).A pesar

de la falta de bibliografíaexistenteen la especiebovina sobre el efectodel IGF-1,

Herlerr e: al. señalaronrecientemente(1992) que, este factor de crecimiento,

estimulala maduracióny fecundaciónitt vi:ro del oocitoy su desarrolloembrionario
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posterior, aunqueen su trabajo ofrecen sólamentedatos sobre el desarrollo

embrionariotemprano.Estosmismosautoresseñalanqueestefactor de crecimiento

puedeactuarmediantelas célulasde la granulosao directamenteen el oocito. En

nuestro trabajo, de la misma maneraque lo señaladopor Downs (1989> en los

oocitosde ratona,observamosun menorefectoen la maduracióncuandose utilizó

IGF-1 frenteal EGF, peroel porcentajede maduraciónqueobtuvo esteautor<66%

de GVBD) fue menorqueel conseguidoen nuestrotrabajo (79% de GVRD) con

idénticasconcentracionesde IGF-1. En la rata,Fengeta!. (1988) lograronun 70%

de GVBD, aunqueutilizaron 50 ng/ml de IGF-1.

La acciónpor la queel IGF-l actúasobrela maduracióndel oocitono está

todavíaaclarada.Adashieta!. (1988)señalóque estefactordecrecimiento,actuaba

a nivel del cúmulocelularinhibiendola actividaddel AMPc e induciendola creación

de receptorespara la LH, de maneraparecidaa la FSH; pero pareceque el IGF-1

ejerce fundamentalmentesu actividad directamente sobre el mismo oocito,

interviniendoen la regulaciónde procesosde transcripciónde ADN y de síntesisde

proteínascitoplásmicas,que, por otro lado, todavíason desconocidas(Zumsteiny

Stiles, 1987). Recientemente,Hainant er al. (1991), han señaladoque tambiénel

IGF-l defosforilizaun componenteproteicodel MPF, lo quepuedeexplicarsu papel

en la maduración.

El mecanismode accióndirecta del IGF-l sobre el oocito, explicaríaque

aunqueel IGF-1 no produce una evidente expansión del cúmulo, sobre todo

comparándolacon el EGF, puede,sin embargo,inducir la maduraciónitt vftro del

oocito en varias especiesanimales,como se demuestraen estetrabajo y en los de

los autoresanteriormentecitados.

El uso conjuntode ambosfactores de crecimiento(EGF + IGF-1) en el

mediode maduraciónsupusoalcanzar,dentrode estegrupode mediossin suero,el

máximo porcentaje de maduración (60,3%), no existiendo en la bibliografía

consultada,hastael momento,ningúnestudioquehagareferenciaal empleoconjunto

de estos dos factoresde crecimientoen sistemasde maduracióny fecundaciónitt
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vitro de oocitos, salvo una comunicaciónpersonalde Illera <1992) en oocitos

porcinos.En la bibliografíaconsultada,Fenge¡ al. (1988),utilizaron conjuntamente

IGF-1 y TGFB en el medio de maduraciónde oocitosde rata, obteniendoun leve

efecto positivo. En el ovario los factores de crecimiento aculan de manera

coordinada(Hill, 1989)paraproducir los correspondientesefectosbiológicosy, por

lo tanto, eslógico pensarque, la sumade dos factoresde crecimientode acciones

no antagónicas,puedeaumentarlos valoresde maduracióny fecundaciónitt vftro;

deestamanera,el efectoejercidoporambosfactorespodríaexplicarsepor unasuma

de susmecanismosde acción,a nivel decúmulocelular(EGF) y directamentesobre

el propio oocito (IGF-l). Recientemente,Angervo el al. (1992) indicaron que la

presenciade EGF estimulala producciónde una proteínarelacionadacon el IGF- 1

por partede las célulasde la granu]osa.Estehecho,quees tiempodependientey

tardaunas24 horasen completarse,podríaexplicartambiénel efectoproducidopor

ambosFC ya que, en nuestro trabajo y en lo comunicadopor Illera (1992), el

tiempo de maduraciónde los oocitoses de 24 y 42 horas,lo queda lugar a que se

ejerzaun efectopositivo por estacausa.

Porotro lado,nuestrosresultados(Tabla10) indicaronque50 ng/ml de EGF

provocóla maduraciónitt vitro mejor quecuandose utiliza medio con sueros(SFR

y S’VE), que en nuestroestudiofue: con EGF 53,3%, con SFB 4 1,7% y con SVE

45,6%. Cuandose utilizaron ambosFC, los valores tambiénsuperaronlos datos

anteriormentemencionadoseinclusoalos tratamientosquellevaronsueromásalgún

factor de crecimiento (IGF-1+SFB y EGF 20+SVE, 48,7% y 53,3%,

respectivamente).

Para los ooci:os del tipo B no existe, en la literatura consultada,ningún

ejemplo de maduraciónbr iñtro de oocitos bovinos, con el cúmulo celular que

caracterizaa estetipo de oocito. Los resultadosde maduraciónobtenidoscon este

tipo de oocito, son similares a los del tipo A, anteriormentemencionados;sin

embargo,en estecaso,los porcentajesde maduraciónde los tratamientoscon EGF

50 y la adición conjunta de ambos factores, presentaronvalores similares, a

diferenciade los oocitosdel tipo A, dondeexistió unaclaradiferenciaentreambos
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tratamientos.Estehechoparticular, podríaexplicarseporquela acci& de los dos

factoresdecrecimientonecesitade un cúmulocelularcompletoy, por esto,ya que

la dosisdeEGFempleadaen amboscasosesidéntica,puedequeel IGF-l no pueda

actuaro que exista algún tipo de bloqueoo competenciaen los mecanismosde

actuaciónde ambosfactores.En cualquiercaso, la utilizaciónde 50 ng/ml de EGF,

sóloo con IGF- 1, superólos tratamientoscontrolesconSFR y SVE, con lo quese

demuestraque, en este tipo de oocitos, el tratamiento con RIF produce un

porcentajemayorde maduración¡ti viíro que los mediosque contienensólamente

sueros.

En los oocilos del ¡tpo C, los porcentajesde maduraciónno variaron

cualesquieraque fueran los ftctoresde crecimientoutilizados, ni siquierafrenteal

tratamientocontrol. El valor másalto se presentócon 50 ng/ml deRiF (45,5%) y

el más bajo con el EGF 20 (40,6%). En nuestro trabajo, de acuerdo con lo

expresadopor Deckely Serizly (1986) y Fenge: al. (1988)en la rata,Downs(1989)

en la ratonay Sanbuisshoe:al. (1990)en oocitosbovinos,¡osoocitosdenudadosno

tienencapacidadparaestimularla maduraciónitt vitro cuandose utilizó EGF en el

medio. Los datosde GVBD señaladospor Sanbuisshoson similaresa los obtenidos

en el presente trabajo (58% frente a 63%, respectivamente)aunque los de

maduración(35%)son ligeramenteinferiores (45,5%).Estedatopudodeberseaque

algunosdelos oocitosdel tipo C denuestrotrabajo teníancélulasdel cúmulo, y por

ello, puedequeéstotuvieseun pequeñoefectopositivo.

La mayoríade los trabajosde los autoresanteriormentecitados, señalaron

que, los factoresde crecimiento,no ejercíanningúnefectosobreoocitosdenudados,

de la misma maneraque indican otros autorescuandoemplearonmediosde cultivo

suplementadoscon hormonas(Leibfried y First, 1979; Xu e: al., 1986). Estehecho

es debido a que, el efecto del EGF, se ejerce a través de un factor o factores

provenientedel cúmulocelular que, estos tipos de oocitosdenudados,no tienen.
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b. - Tratamientoscon SFR.

En los oociíosdel tipo A, todos los tratamientosque incluíanFC tuvieron

porcentajesde maduraciónsignificativamentemás altosque el tratamientocontrol

(sólamentecon SFB), segúnsedemuestraen la Tabla13. El valor máximode todo

el trabajosealcanzóal utilizar la adiciónconjuntadelos FC (77,6%de maduración

y 92% de GVBD) y sólamenteun 2,9% de los oocitosno tuvieron ningúnestímulo

y permanecieronen estadiode GV. LosdostratamientosconEGFfueronsuperiores

al que llevó IGF-1, que sólamentesuperóal tratamientocontrol.

Estos datos demuestranclaramenteque el SFB junto con los factores de

crecimientoaumentansignificativamentelos índicesde maduración¡ir vúro respecto

al grupo de tratamientossin suero,como se indica en la Tabla 16. En todos los

tratamientos,los valores fueron másaltos cuandose incluyó SFB en el medio de

maduración.

También los tratamientos con SFB en ¡os oocitos tipo B fueron

significativamentemayoresa los del grupo sin suero,aunqueseobservó que, el

tratamientocon IGF-l, presentóel valor más alto de maduracióndentrode este

grupo. Esteaumentodel porcentajede maduración,sólamenteseda en los oocitos

B y C, y puededebersea que el IGF-l actúe con un determinadocompuestodel

SFB sólamenteen oocitoscon pocaso ningunacapacelular, ya que, con otro suero

o con oocitos con un cúmulocelular completo,estehechono ocurre.

Lasdifenciasentrelos mediosdel grupocon SFB y los mismosmediospero

del grupo sin sueros,estánreflejadasen la Tabla17, en ella sedemuestraque todos

los tratamientostuvieronvaloresmayorescuandoseutilizó SFB, aunquesólamente

significativos en el tratamientocon la adición conjunta de ambos factores de

crecimiento.

Ett los oocftosdel tipo C sólamenteel tratamientocon IGF-1 y con ambos

FC a la vez fueron ligeramentesuperiores a los demás, aunquelos valores
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estuvieron muy próximos entre si (45%-40,7%). Este ligero aumento pudo

ocasionarsedebidoa las células del cúmulo quealgunosoocitospresentaban,que

pudieroninducir algúnestimulopositivo. Uncomportamientosimilara este,aunque

utilizando un medio con hCG y estradiol, fue descritopor Xu el al. (1986). Los

valoresde maduraciónen estetipo de oocitos,no presentarondiferenciascuandose

compararonlos tratamientosdel grupo sin sueroy los del grupocon SFB.

Tratamientocon SVE.

Los porcentajesde maduraciónmáselevadosse alcanzaron,en los ooilíos

del ¡tpo A, en los mediosque llevaron la adiciónconjuntade ambosFC y también

en los que incluían EGF 50 (Tabla 13). Todos los tratamientosque incluyeron

factoresde crecimientofueron muy significativos respectoal medio que teníasólo

SVE. La diferenciacon el grupode mediossin suerofue muy significativaperono

conel grupodel SFRdonde,incluso, sepresentaronporcentajesmayores.Estedato,

ya queestossuerossediferencianen lasconcentracionesde estradiol,progesterona,

LII, TSH y PRL, (Younis e: aL, 1989; Younis y Brackett, 1992), permiteafirmar

que, la existenciade ciertas cantidadesde estashormonasen el suero en estro,

puedensaturarlos receptorescelularesparalos FC, hecho ya apuntadopor otros

autoresque, cuandoutilizaron concentracionesde LE y TSH superioresa las que

produjeronlos mejoresefectosde maduracióny fecundacióniii vitro, seobservóuna

menor respuestapor partedel oocito (Younis y Brackett, 1992).

De otraparte, los datosobtenidosen nuestrotrabajo mostraronqueel IGF-l

presentóun mejor porcentajede maduraciónen el tratamientocon SVE quecon el

SFR;enestesentidoGanong(1991),señalaqueexistenrelacionesentrelas acciones

de la TSE y el IGF-1; por otro lado, el SVE empleadoen nuestro trabajo, tiene

mayor cantidad de TSH que el suero fetal (2,8 pU/ml frente a 1,3 pU/mí,

respectivamente),por lo tanto, estos datos, pueden justificar el aumento del

porcentajede maduraciónproducidopor el IGF- 1 + SVEquecuandose utiliza IGF-

1 + SFB. Además,uno de los efectosque produceel IGF-l en las células de
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granulosaes aumentarel númerode receptorespara la LH, como han seilalado

también Herlerr el aL (1992). Por esta razón, al utilizar SVE, que tiene mayor

concentraciónde LH queel SFB, tal y como indicaron Younis el al. (1989), se

produjoun aumentoen los valoresde maduraciónitt virro. Estosresultadosdel IGF-

1 seobservaronsólamenteen los oocitoscon capascompletasde cúmulo celular(A

y B), pero no en los denudados(C) ya que, la acciónen la maduracióndel oocito

producidapor la LH, necesitadel cúmulo celular paraefectuarse,tal y comohan

señaladoautores que sólamenteemplearonLE en sus medios de maduración

(Bracketteí al., 1991).

Ett los oocitosdel tipo fi los mejoresvaloresde maduraciónselograroncon

la adición a la vez de ambosfactoresde crecimiento(71,5%),que fueron másaltos

queel restode los tratamientos,de maneraanálogaa lo que sucedióen los oocitos

del tipo A; sin embargo, y de la misma maneraque ocurría en el grupo de

tratamientoscon SFR, el siguiente tratamientoen producir mejor resultadode

maduración¡ir vino es el que ]levó IGF-l, debido,probablemente,a las mismas

razonesexplicadasanteriormente.El grupo de medioscon SVE mostró mayores

porcentajesde maduración,respectodel grupo con SFB, en los tratamientossin

factoresde crecimiento,IGF-l y con los dosFC conjuntamente.

En cuantoalos oocitosdel tipo C, sorprendentemente,el tratamientocon20

ng/ml de EGF fue mejor quecon 50 ng/ml. El valor másalto seobtuvocon los dos

factoresa la vez y fue el únicosignificativo conel restode los tratamientosexcepto

conel queincorporó1GW 1. La diferenciaentrelos suerosempleadoscon losoocitos

del tipo C y los FC fue mínimay todos los valoresoscilaronentreunosporcentajes

no significativos entresi; además,como muestrala Tabla18, no existiódiferencia

ni entre los sueros entre si ni de ninguno frente al control, a excepción del

tratamientoconambosFC + SVEfrenteal mismo tratamientosin suero.Todo ello,

demuestrala mínima respuestaqueestetipo de oocitos,sin cúmulo celular, tienea

los factoresde crecimientoy los sueros.
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Deacuerdocon Downse¡ al. (1988)las hormonas,sobretodo la LH y FSH,

actúansobre el oocito mediantemecanismosparecidosy mediadospor el cúmulo

celular. Estemismoautorseñalaque,el AMPCZ, uno de los inhibidoresmáspotentes

de la reanudaciónmeiótica, esta generadopor las células del cúmulo, no por el

oocito; ademasdemostró que, despuésde adminstrar hormonas, los oocitos

madurarony en el cúmulocelular seprodujoun aumentode lasconcentracionesde

AMPc, con lo quecuandose interrumpeel pasode AMPc al oocito, debidoa la

acciónde hormonaspresentesen el mediode maduración,estepuedemadurar.Por

ello, autoresque han utilizado oocitos bovinos sin cúmulo celular en medios de

cultivo con hormonasy sueros (Leibfried y First, 1979; Xu el al., 1986) han

demostradoque, estetipo de oocitos, tienen muy comprometidasu capacidadpara

reanudar la meiosis, siendo sus resultados de maduración, menores que los

mostradospor oocitoscon el cúmulocompleto.

En cuantoa los FC, Deckel y Serizly (1986) señalaronque la actuaciónde

ciertos FC sobre la maduracióndel oocito estabatambiénmediadapor las células

del cúmulo,efectuandoasimismosu acción,al interrumpirel trasvasede inhibidores

de la maduraciónal interior del oocito. Los datosde nuestro trabajo están de

acuerdocon los ofrecidosporFeng e: al. (1988)en oocitosde ratay Downs(1989)

en ratona,quedemostraronque el EGFno podíaprovocarla maduración(GVBD)

en oocitosdenudadosya que,de acuerdocon estosautores,la señal ejercidapor el

EGF se transmitíaal oocito mediante las células del cúmulo. De igual manera

Sanbuisshoeta!. (1990) señalanel mismoefectoen oocitosbovinosy sostienenuna

teoría similar a la de los autoresanteriores.Por ello, nuestro trabajo confirma

plenamente lo señaladopor estos autores estableciendoque, en los oocitos

denudados,los FC no puedenejercerlas accionesque, en los oocitosque tienen

cúmulo celular, producenun estimulode la maduraciónitt vitro respectoa medios

de maduraciónsin FC. Estaaseveraciónesespecialmenteimportanteen el casodel

EGF ya que, de acuerdocon los datosde nuestroestudio,la accióndel EGF sobre

la maduraciónde los oocitos, en contra de una de las hipótesisexpresadaspor

Deckel y Serizly (1986), se efectúa sólamentea través de aquellos oocitos con

cúmulo celular.
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Hastael momento, la mayoríade los estudiossobrela maduraciónitt vino

de oocitosbovinosse efectuabansuplementandolos mediosde cultivo con sueros

(SFRy SVE) y con hormonas,esencialmenteLH, FSHy estradiol178 (BalI e: aL,

1983; Hensleighy Hunter, 1985; Younis e: aL, 1989). Estosautoresevaluaronel

efecto de estasuplementaciónhormonal en la maduraciónnuclear (Fukui eí al.,

1982, Xu e: al., 1986) y en la fecundación¡ir vitro (Funakashiy Fukui, 1985;

Hensleighy Hunter, 1985; Younise: al., 1989).

La adición de gonadotropinas(FSH o LH) junto con estradiolaumentalos

índices de maduración (Fukui e: aL, 1982; Younis e: al., 1989) pero la

suplementaciónexclusivaconestradiolno sólono produceel mismoefectosinoque,

incluso, puedeprovocar alteracionescromosómicas(Kruip e: al., 1983). Por su

parte, la adición de FSHsólamenteproduceuna alta tasade expansióndel cúmulo

celulary de penetraciónde los espermatozoidesen la fecundación(BalI e: al., 1984;

Hensleighy Hunter, 1985). Engeneral,segúntodosestosautores,lasuplementación

de los medioscon hormonasha producidoun aumentoen las tasasde maduración

y fecundaciónitt vino (Younis e: al., 1989).

Los datos obtenidosen nuestro trabajode maduración¡ir vino de oocitos

bovinos son comparablesa los que obtuvieronautoresque utilizaron hormonas

(FSH, LH y estradiol 178) en susmedios de maduración.En concreto,la sumade

ambosFC junto con suplementaciónsérica,ofreció porcentajesde maduraciónde

oocitosbovinos semejantesa los obtenidospor otrosautores(Lenz e: al., 1983; Xu

e: aL, 1986; Fukui y Ono, 1989; Armstrong e: aL, 1991; Susko-Parrishe: al.,

1990; Dominko y First, 1992) y tambiénanálogosa otros trabajosen los que se

utilizó, ademásde suplementaciónsérica y hormonal, cocultivo con células de

granulosa(Critsere: aL, 1986; Fukui y Ono, 1989).

Esta cierta similitud entre los efectos producidos por los factores de

crecimiento y las hormonassobre la maduraciónpuede debersea que, como

señalaron Downs e: al. (1988), ciertos mecanismosde actuación celular son

análogos,sobre todo los relativos al papeljugadopor el AMPc; por ello, parece
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claroque,estosdostiposde reguladoresováricos,queitt vivoprobablementeejercen

funcionessinérgicas(Hill et al., 1989), utilicen parecidosmecanismosde actuación

celular, aunquela utilización de los FC supongauna mayor especificidadde la

acciónsobreel cúmulo celular(EGF) y sobreel citoplasma(IGF-l) del oocitoque

la acción hormonal.

Por todo lo expuesto,se puede decir que el papel que los factores de

crecimientojuegan,principalmente,en la maduraciónitt vivo del oocito bovino,

puedetrasladarsea los sistemasde maduración¡ir vitro, presentandoresultadosen

los porcentajesde maduraciónanálogosque cuandoseutilizan, parael mismofin,

hormonaso cocultivoscon célulasgranulosas.

4.- PRUEBAS DE FECUNDACION IN VITRO

Una vez conseguidala maduración¡ir vino de los oocitos en medios de

maduraciónsuplementadoscon factores de crecimiento,una de las formas más

eficaces, para demostrarsi dicha maduración se produjo correctamente,fue

comprobar la capacidadde estos oocitos para ser fecundados¡ir vúro; además,

tambiénse mantuvola clasificaciónmorfológicade los oocitos en tres tipos, para

estudiar el efecto de las células del cúmulo en la fecundación de los oocitos

maduradositt vino con factoresde crecimientoy sueros.

Comomediosde maduraciónseeligieronlos dostratamientosde maduración

itt vinoquedieronlos mejoresresultados,congrandiferenciasobrelos demás;estos

fueronlos que incorporaronla adición conjuntade ambosfactoresde crecimiento

(IGF-l + EGF)junto con sueros(SFRo SVE). Comocontrol, se utilizó un medio

de maduraciónsin suerosni factoresde crecimiento.
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a.- Metodología.

En basea la imposibilidadprácticade utilizar espermatozoidesprocedentes

de eyaculadofresco,se utilizó semencongelado.La técnicade lavadoe inducción

ala capacitaciónqueempleamosen estetrabajoestábasadaen el protocolodescrito

inicialmenteporParrishe: al. (1986) y quees utilizado en muchoslaboratoriosdel

mundode una maneracasi rutinaria (Fayrer-Hoskensy Candle, 1990).

En nuestrotrabajo,consideramosvanospuntosclavesdeestatécnica,como:

a) el mantenimientode una temperaturalo másconstanteposibledesdeel mismo

momentode la descongelaciónde los espermatozoidesy b) la elecciónde la dosis

de heparmnasádicapara inducir la capacitación(First y Parrish, 1987; First y

Parrish, 1988; Farmn, 1991). En cuantoal primer punto, se intentó mantenerla

temperatura,con las mínimasoscilacionesposibles,desdela descongelaciónde las

pajuelashastala introducción de los espermatozoidesen el incubadorde CO2.

Algunos autoresinducenla capacitaciónde los espermatozoidesen bañostérmicos

(Yoshidae: al., 1992), lo cualno nos pareceel sistemamásadecuado,ya queFirst

y Parrish(1988) señalaronqueoscilacionesde tan sólo mediogradocentígrado,en

el periodode incubaciónde los espermatozoides,podíanalterarsu capacitación,por

ello, en nuestro trabajo, nos pareció mucho mejor asegurar la temperatura

introduciendolos espermatozoidesen la incubadorade CO2. En cuantoal segundo

punto, Parrishe: al. (1986) utilizaron unaconcentraciónde heparinade lOgg/ml

para inducir la capacitación. Esta dosis ha sido objeto de muchas revisiones

posteriores.En nuestroestudioempleamos100~g/mlde dichocompuesto,queesel

mejor resultadoobtenido,en pruebasprevias,y queestáde acuerdocon lo descrito

por Lu e: al. (1987 y 1988). A este respecto,Chian e: al. <1992), señalaron

recientementequela dosisde heparmnamásefectiva paralos sistemasde FIV bovina

fue de 100 hg/ml, sobretodo, a la hora de evaluarel porcentajede fecundaciones

normales.Prácticamente,la mayoríade los autoresutilizan la heparinasádicacomo

inductor de la capacitaciónde los espermatozoidesbovinos br vino. Esta técnica,

además,ha demostradoser altamenterepetible (Parrish e: al., 1986; Xu e: al.,

1986; First y Parrish, 1987; First y Parrish, 1988; Lu e: aL, 1988; Leibfried-

174



Rutledgeeta!., 1989; Fukui, 1989; Fukui, 1990).

En nuestrotrabajosehanutilizadopajuelasdesemenprovenientesde un sólo

semental.Los autoresde los trabajosconsultadosutilizan uno o más toros en sus

experimentos.Aunqueen un principio (Parrishe: al., 1986; Lanibert e: al., 1986)

emplearondosis seminalesde dos toros (estos autoresdescribieronun aparente

aumento de la penetración)poco a poco, la mayoría de los autores han ido

empleandoeyaculadosprovenientesde un sólo semental,eso si, de reconocida

capacidadreproductora.Por otro lado, Eyestoney First (1989) señalaronque las

verdaderasdiferencias entre los distintos toros utilizados para la FIV se

demostraban,tras la fecundación,sólamenteen su capacidadpara conseguirel

desarrollode estadiosembrionariosposterioresal de 4 células;estasdiferenciasson

debidas,probablemente,a la influencia del machoen el periodode transicióndel

genomamaternoal embrionario,tal y comoseñalanTelford e: al. (1990) y Shi e:

al. (1992).

Uno de los pasosde la metodologíaempleadacontemplael lavado de los

espermatozoidesparaeliminarcomponentesdel diluyente.Estepasoesfundamental,

y en nuestroestudioseintentóhacercon muchocuidado,incrementandoen algunos

minutos el tiempo de permanenciade los espermatozoidesen la centrifugadora

descrito en otros trabajos (Sanbuisshoy Threlfail, 1989). Este hecho ha sido

señaladorecientementepor Olson e: al. (1992) queindicaronque la eliminaciónde

los restosdel diluyentees fundamentalparaevitar fragmentacionesde los oocitos.

En estudiosprevios se obtuvieron porcentajesmenoresdel 3% de fragmentación

despuésdela técnicade FIV, coincidiendoconlos datosseñaladosporotrosautores

(Balí e: aL, 1983; Lu y Gordon, 1988; Coskumel aL, 1991). La fecundaciónse

realizó en placas Petri de 35 mm de diámetro, porque no se necesitarontantos

tratamientosdistintoscomoen la maduraciónitt vi:ro y son másmanejablesque las

de 90 mm utilizadasen el capítulo anterior. El medio se dispusoen forma de

microgotasbajo aceite de silicona, ya que, al igual que en los experimentosde

maduración,tambiénsetuvo en cuentala independenciamorfológicade los distintos

tipos de oocitos.
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b.- Criterios de fecundaci6n1,, vúw.

La mayoríade los autoresutilizan los criteriosexpuestosanteriormenteen

el capítulode RESULTADOS. Respectoal valor de penetración,la mayoríade los

autoresestáde acuerdoen otorgarestaclasificacióna los oocitosquepresentenuno

o vanosespermatozoidesen su interior, seacual seasu estadode decondensación,

poliespérmicosa los quepresentenmásde un espermatozoidey fecundaciónnormal

a aquelloscon dospronúcleos,doscorpúsculospolaresy, a veces,restosde la cola

del espermatozoide(Fukui, 1989; Fukui, 1990; Schellandere: al., 1990; Pavlove:

aL, 1992).

En otros trabajosel índicede fecundaciónseha basadoen la visualización

de la primera división embrionaria,pero despuésde 24 horas de la fecundación

(Sanbuisshoy Threlfall, 1989). Las únicas discrepanciasque existen con otros

autoresesa la hora de calcular el porcentajede penetracióno de fecundación.Es

lógico pensarque, si sólo losoocitosmadurosson capacesde serpenetradospor los

espermatozoides,las cifras de fecundaciónse expresencomo cocientede estos

oocitos maduros.Sin embargo,hay autoresque indican esosvaloresreferentesal

númerode oocitospenetrados,con lo quelos porcentajesqueobtienenson másaltos

(Pavlov e: al., 1992).

En las Tablas 22, 23 y 24 se expresanlos porcentajesde penetración,

fecundacióny poliespermiaalcanzadosdespuésde la fecundaciónitt virro, en los

oocitosde los tipos A, R y C. Los resultadossediscutenseguidamentede acuerdo

a estos resultados,aunquelos datos obtenidosen los trabajos consultadosy los

distintos métodos y medios de cultivo empleadosen ellos, hacen muy dificil

compararlos resultados.

a.- Penetración de los oocitos. El porcentaje de penetraciónmás alto

obtenidoen el experimentocorrespondióa los oocirosdel tipo A, en el tratamiento

con SFB + factoresde crecimiento,aunque,con el SVE, sealcanzóun valor de
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penetraciónsimilar (69,3%).Estetipo de oocitoes el que normalmenteempleanla

mayoría de autoresen sus medios de fecundacióny desarrolloitt vitro. Hay que

hacernotardesdeun principioque, en la bibliografíaconsultada,no existió ningún

trabajo con resultadossobrela fecundaciónitt vi:ro de oocitosbovinosmadurados

br vúro en presenciade factoresdecrecimientoy sueros,por lo tanto, los resultados

obtenidossecompararticon los queotros autoreshan obtenidocon otros sistemas

de maduracióny fecundación.

Los resultadosobtenidos en nuestro estudio son superiores a los que

obtuvieronotrosautores(Batí e: aL, 1983; Iritani e: al., 1984;Susko-Panisheral.,

1990). En el caso del trabajo de Iritani et al. puededebersea queemplearonun

medio de maduración(KRB-m) y una técnicade capacitación(KRB-m y cafeína)

distinta. El caso de Susko-Parishe: aL tiene especial relevancia, ya que sus

resultadosseobtuvieroncon un métododecapacitaciónsimilar al empleadoen este

trabajopero, ademásde la heparmnasádica,utilizaron sustanciasque favorecenla

fecundación (penicilamina, hipotaurina y epinefrina). Otros autorespresentaron

mayores valores de penetraciónque los de nuestroestudio. Entre ellos, los de

Younise: al. (1989)quesólamenteemplearonSVE en el mediode maduracióny el

de Pavlov e: al. (1992), aunqueen este caso obtuvieron los oocitos mediante

diseccióny, la maduración,serealizósuplementandoel mediocon SVE y hormonas

(LII, FSH y estradiol). Leibfried-Rutledgee: al. (1986) realizaronexperimentos

dondesecomparabala fecundación¡ir vitro de cocitosmaduradositt vivoe ¡ir virro.

Los resultadosde fecundaciónobtenidospor estosautoresen oocitosmaduradositt

vivo son superioresa los de nuestro trabajo (86% frente a 70,4%) pero los

resultadosde los oocitosmaduradositt vitro son similares. Otrosautoresquehan

empleadosuero,hormonase inclusococultivosconcélulasdegranulosaen el medio

de maduraciónhan obtenidoporcentajesde penetraciónsimilaresquelos de nuestro

trabajo(Leibfried-Rutledgee: aL, 1986; Saekie: al., 1990; Berg y Rrem, 1990),de

esta manera, en este trabajo se demuestraque, la suplementacióndurante la

maduraciónitt vitro de los oocitosbovinos, con factoresde crecimientoy sueros,

otorgaal oocitode las mismaso incluso mejorescondicionesparala penetraciónde

los espermatozoidesquecuandose empleanhormonasyio cocultivosde célulasde
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la granulosa.

Los ooci:osdel tipo B presentaronvaloresde penetraciónmásbajosquelos

del tipo A, existiendodiferenciasmásacusadasentrelos oocitosquemaduraroncon

SFB+FC(59,5%)y los quelo hicieron con SVE+FC(50,5%).Hay pocostrabajos

queevalúenla maduracióny fecundaciónitt ‘itro en estetipo de oocito, «xi pocas

capasdel cúmulo celular desdeel comienzodel cultivo de maduración;la mayoría

de los autoresquevaloraronla penetraciónespermáticaen estetipo de oocitos, lo

hicieronquitándolepartedel cúmulo, perodespuésdel periodode maduracién,con

lo que el oocito madurórealmentecon el cúmulo completo. Shioyael aL (1988)

señalaron,en estos oocítos,un porcentajede penetraciónmuy elevado(85,8%),

similar inclusoalos obtenidosconoocitosconcúmulocompleto.Kim y Park(1992)

obtuvieron tambiénvalores más elevados(74%) que los alcanzadosen nuestro

trabajo.

Losvaloresde penetraciónen los oocItos del tipo C fueronmuchomásbajos

que los de los oocitoscon cúmulo. El mayorporcentaje(32%) se presentóen los

oocitos maduradoscon SFB+FC.Los autoresque fecundaronitt virro occitos de

este tipo obtienen, en todos los casosconsultados,porcentajesmásaltos que los

obtenidosen estetrabajo: BalI e: al. (1983),57%; Younis y Brackett (1992),50%

y Kim y Park(1990), 48%; aunqueestosautorestambiénquitaron las capasdel

cúmulo de los oocitos despuésde la maduraciónitt vitro, con lo queno evaluaron

correctamentela capacidaddel propio oocito denudadoy, de esta manera, los

porcentajesde fecundaciónson másaltos debidoa que las cifras de maduraciónde

estos oocitos son considerablementemayores que cuando se cultivan desde un

principio ya denudados,comoen nuestrotrabajo.

Li.- Fecundaciónde los oocitos. En cuantoal porcentajede oodhosdel tipo

A que presentaronfecundaciónnormal, los resultadosde nuestroestudio(55,8%)

fueron superioresa los que se obtuvieronen algunostrabajos,dondese utilizaron

hormonasy sueroen el periodo de maduración(Fukui e: al., 1983; Fukushimay

Fukui, 1985;Pavloveral., 1992)o incluso mayorqueen oocitosmaduradositt vivo
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(Leibfried-Rutledgee: al., 1986). Otros autoresque utilizaron también sueros,

hormonasy cocultivosde granulosa(Lutterbache: aL, 1987; Fukui y Ono, 1989)

o suerosy hormonas (Stubbingsel al.> 1988; Kim e: aL, 1990) presentaron

porcentajessimilares,mientrasque, Coskume: al. (1991) obtuvieronun índicede

fecundacióndel 58% utilizando en el mediodemaduración50 ng/ml de EGF.Olios

autores,sin embargo,utilizando hormonasy suerosparala maduracióny la misma

técnica de capacitaciónque nuestrotrabajo, obtuvieron unas mayorescifras de

fecundacionesnormales(Lu e: aL, 1987; Lu y Gordon, 1988; Schellanderet al.,

1990; Fukui, 1990) aunque la mayoríade ellos, salvo excepciones,obtuvieron

porcentajesqueno sobrepasaronel 65%, lo cualhacequela diferenciaconnuestros

resultadosno seaconsiderable.

En los ooci:os del Upo B, Fukui <19%) obtuvo sólamenteun 39% de

fecundaciónnormal, dato que nos pareceexcesivamentebajo, ya que, los oocitos

denudadosque el utilizó, proveníande oocitos maduradoscon cúmulo completoy

denudadosdespuésdel periodode maduraciónbr vitro.

Los distintos trabajosconsultadosarrojan similarescifras de fecundaciónen

los ooc¡:os del tipo C, que el 35% obtenidopor Balí e: al. (1983) y el 30% por

Fukui (1990). Estosporcentajesson mayoresque los obtenidosen nuestrotrabajo

(18,9% con SFB+FC)aunquela causa,como se ha mencionadoanteriormente,

pudo ser queestosautoresdenudanlos oocitosdespuésde la maduraciónde éstos

y no antes.

c. - Poliespermiade los oocitos.Tantoen los oociros del tipo A comoen los

del tipo B, los porcentajesde poliespermiafueronmayoresen los tratamientoscon

suerofetal quelos quellevaron sueroen estro,con diferenciasquecasidoblabanel

valor de las cifrasobtenidascon esteúltimo (27,1% frente a 13,7% y 28,6 frente

a 15,8, paralos oocitosA y B, respectivamente).Estosvaloresson menoresquelos

queobtuvieronPavlovel al. (1992) y similaresalos presentadospor Coskume:al.

(1991) al utilizar EGF en el medio de maduración.Otros autoreshan señaladoel

porcentajede polispermiaen valorescercanosal 15% (BalI e: al., 1983; First y
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Parrish,1987)mientrasqueIritani etal. (1984)mostraronunacifra de poliespermia

del 0%. Estedatoes, a nuestroentender,demasiadobajo, ya que, aunquela especie

bovinano alcanzavaloresde poliespermiatanelevadoscomoen otros oocitoscomo

los porcinos, ]a mayoríade los autores,inclusoen trabajosmuy recientes,señalan

normal la obtenciónde porcentajesde poliespermiacercanosal 15-20% (Fukui y

Ono, 1989; Coskumej aL, 1991; Pavlov et aL, 1992). Quizásestehechosedeba

aque, aquellosautores,utilizaronKRB-m comomediode maduraciónsuplementado

sin sueros,sino sólamentecon BSA. Shioyae: al. (1988) utilizando un medio de

capacitacióncon cafeína, suero fetal y hormonas obtuvieron un indice de

poliespermiadel 14,3% en oocitosdel tipo C, análogoal 15,8%obtenidoen nuestro

trabajoconSVE+FC.Sin embargo,estosmismosautoresdescribenqueconoocitos

denudadostuvieron un 0% de poliespermia,quenospareceexcesivamentebajo, ya

queen los oocitos denudadosempleadosen nuestro trabajo, al igual que lo que

señalaFukui (1990),presentaronporcentajesde poliespermia.

El origen de la poliespermiaes unaanormaldistribución y liberación del

contenidode los gránuloscorticalesen el momentode la fecundacióndel oocito

(Hyttel, 1988).Estosedebea que, habitualmente,]a distribuciónde estosorgánulos

durantela maduraciónitt vúro estáretardadarespectode la maduraciónin vivo o

que, comohan señaladootrosautores,la poliespermiay el mecanismode liberación

del contenidode los GC es un fenómenodependientede la relaciónCa2~/Mg2~ en

la especieporcina(Crany Cheng,1986) o calcio-dependienteen los bovinos;enesta

especie,en las horas correspondientesa la fecundación,se han encontradoen el

oviductobovinoconcentracionesdeCa2~superioresa3 mM, mientrasque, el medio

de fecundación,sólamentetiene2 mM (Hyttel e: al., 1988). Otrosautores(Chian

a al., 1992) han señaladoque la duración del tiempo de maduraciónes muy

importanteya que, las cifras de poliespermiaaumentarondesdeun 24% cuandoel

periodode maduraciónerade 24 h. mientrasque si seprolongabahasta36 h. se

obteníael 45% de poliespermia.

Recientemente,en la fecundaciónitt vitro de oocitosde la especieporcina-

conproblemasde poliespermiamuchomayoresquela bovina-Yoshidae:al. (1992)
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señalaronque la suplementacióndel medio con glutatión reduce la polispermia

debidoa que, estecompuesto,intervieneen la maduracióncitoplásmicay asegura

una mayoreficaciaen la liberacióndel contenidode los gránuloscorticales(GC) y

bloqueandoel pasode los espermatozoides.

e.- Influenciade los sueros.

De acuerdo con los resultadosobtenidosen la fecundaciónitt vinv, en

general,exceptoen los oocitosdel tipo C, existieron diferenciasimportantesa la

horade utilizar uno u otro sueroen los sistemasde maduraciónitt ‘¿Uro. En concreto

(según seexponeen la Tabla25 del capítulode RESULTADOS)los oocitoscon

cúmulo, A y B, tuvieron unos porcentajesde penetraciónsuperiorescuando se

empleóen el medio de maduraciónSFB+FC;este hechose debió, tal y comose

observaen las Tablas22, 23 y 24, a que estosoocitos mostraronunas cifras

significativamentemayores,casi el doble, de poliespermiacuandose utilizó dicho

tratamiento (SFB+FC) respectoal que llevaba SVE+FC. Este hecho, está de

acuerdocon lo que señalaronFukui y Ono (1989), cuyos experimentosincluso

demostraronunasdiferenciasaún mayoresa la hora de utilizar uno u otro tipo de

suero;estosautores,atribuyenestasdiferenciasa causasno aclaradasaún o a una

posiblevariaciónde la composiciónde los lotes comercialesdel SFB utilizado que

puedeninterferir en los mecanismosde penetracióndel espermatozoide(Shiigi y

Misehel, 1975).

En nuestroestudio,por lo tanto, eliminandolas cifras de poliespermia,el

tratamientocon SVE+FCresultóser el quemejoresresultadosmostró,de acuerdo

al número de fecundacionesnormales. Este hecho también fue señaladopor

Sanbuisshoy Ibrelfalí, (1989) y Schellanderel al. (1990), que aseguranque,

además,el SVEtiene unamayorcapacidadparamantenerel desarrolloembrionario

in vftro despuésde la fecundación.

Por otro lado, los resultadosde fecundaciónobtenidosen nuestrotrabajocon
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SFB+FC(43,3%) son misaltos que los obtenidospor Fukushimay Fukui (1985)

y Schellanderet al. (1990) aunquealgo másbajosquelos de Younis e: al. (1989).

Todosellos utilizaron SFB y hormonasen el medio de maduraciónde los oocitos.

Lasdiferenciasconlos datosofrecidosporotrosautores,son mayoresal valorarlos

resultadosobtenidoscuandoseutilizó SVE yaque, en nuestrotrabajo,seobtuvoun

55,8%de fecundaciónfrenteaun 36% deFukushimay Fukui (1985),41%dc Fukui

y Ono (1989) y 50% tambiénde Fukui y Ono, pero utilizando ademásdc ECS,

hormonas(FSH. LH y estradiol) y cocultivo con células de la granulosa.Estos

resultadosindican que la maduraciónde los oocitos con SVE+FC permite una

fecundaciónnormal de los oocitos, o cuandomenossimilar, a la quese obtiene

cuandose suplementanlos medios de maduracióncon hormonasy cocultivosde

granulosa.

d.- Influenciade las células del cúmulo.

Las diferenciasentre los distintos oocitos, segúnel númerode capasdel

cúmulo celularquele rodean,seexponenen las Tablas26, 27 y 28 del capítulode

RESULTADOS.En ellasseobservaque,exceptoen los tratamientoscontrol,en los

que prácticamenteno existió diferencia entre los porcentajesde fecundación,

penetracióny polispermiaentrelos tres tipos de oocitos,cuandose suplementéel

medio de cultivo con suero y factores de crecimiento, las diferenciasentre los

oocitoscon y sin cúmulo celular fueron muy importantes.En los tresparámetros

evaluadosexiste unagran diferenciaentrelos oocitosA y B respectode los C. Este

hecho estáde acuerdocon los autoresque indican que, la existenciadel cúmulo

celular,es un factor muy importanteparaque sepuedanproducir correctamentelos

procesosque facultan al espermatozoidepara penetrarel oocito (Yanagimachi,

1988). Respectoa estepunto, Gwatkin el al. (1972) demostraron,en el oocito de

hamsterque, en el procesode capacitación,el cúmulo celular tiene un papel

fundamental.En estudiosde estetipo realizadosen oocitosde rata Niwa y Chang

(1974), observaronque no existieron diferencias en las cifras de penetracióny

poliespermiaentreoocitoscony sin cúmulocelular; estosmismosautoresreconocen
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queestehecho no es comúnen la mayoríade las especies.En diversostrabajosse

ha señaladoque las células del cúmulo puedenactuarcomo barreracontrael gran

númerode espermatozoidesque rodeanal oocito durantela fecundacióny, sobre

todo, favoreciendola selección,capacitacióny reacciónacrosómicade los mismos

(Yanagimachi, 1988). Sin embargo,Balí el al. (1983) señalaronque el cúmulo

celular y la expansiónde éstefavorecennotablementela fecundación,perolo más

importante,segúnsu criterio, es queel cúmulo transmitao induzca,via cúmulo

celular, la actuaciónde un factor similar al MPGF, descritohacealiospor Thibault

el al. (1977), quees, segúnestosautores,el verdaderoresponsablede quesepueda

producir la fecundacióncorrectamente.

De la mismamaneraque se ha descritoen la cerda(Coy, 1991) puedeque

las proteínasasociadasal estroque se encuentranen el oviducto (Andersone: aL,

1992) y que favorecen la capacitacióny fecundaciónitt ‘¿litro (King e: al., 1992)

actúen disminuyendo la poliespermiaen condiciones itt vivo, necesitandomás

pruebasen este sentido para asegurarsu eficacia en los sistemas in ‘¿Uro. Lo

señaladoanteriormentepodríaexplicar que, cuando se fecundan itt vi:ro oocitos

oviductales(post-ovulatorios),las cifras de poliespermiason muy bajas(Leibfried-

Rutledgee: al., 1986),de la mismamaneraque sucedeen condicionesitt vivo.

En oocitos bovinos otros autores (Lu e: al., 1987; Fukui y Ono, 1989)

expusieronoocitosdenudados,mecánicamenteo por medio de un tratamientocon

hialuronidasa,a la acciónde espermatozoidescon el fin de averiguarsi aumentaban

las cifras de penetracióny fecundacióniii ‘¿litro. Sin embargo,en los resultadosde

estos autores,como en los mostradosen el presentetrabajo, no sólamenteno

aumentaronlas cifras de fecundaciónnormal, sino que tampocolo hicieron las de

penetración.Además,por otro lado, existieronpenetracionesde espermatozoidese

incluso un pequeñoporcentajede fecundaciónnormal; estedato permiteasegurar

que la zona pelúcida de los oocitos denudadospuede inducir la RA en el

espermatozoide.De alguna manera,puedeque la suplementacióndel medio de

maduración con factores de crecimiento,confiera al oocito capacidadpara ser

fecundado,aunque,laspruebasexperimentalesdemuestranque la principal acción
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de los factoresde crecimiento,junto con la suplementaciónsérica, se produceen

oocitoscon cúmulo.

Respectoa lasdiferenciasentrelosdostipos de oocitosconcúmulo(A y B),

Leibfried y First (1979) y Fukui (1990),seilalararondiferenciasen los porcentajes

de fecundación.Sin embargo,en nuestrotrabajo no existieronunasdesigualdades

tan marcadascomolassefialadaspor estosautores.Probablemente,esto seadebido

a que, estosautores,no maduraronestostrestipos de oocitosdesdeel principiodel

cultivo, sinoque,despuésdel mismo,eliminaronpartedelascapasdelcúmulo. Este

hecho hace que sólamenteevalúen la influencia del método de capacitacióny

fecundaciónitt ‘¿i:ro y, por ello, no tienenen cuentalascondicionesde maduración

de los oocitosde estetipo específico.

Lasdiferenciasencontradasentrelos oocitosA y B en la maduraciónitt ‘¿litro

fueron menoresque las que mostrarondespuésde someterlosa la fecundaciónitt

‘¿litro, con lo que, probablemente,estasdiferenciasaumentaránen el desarrollo

embrionario,tal y como señalaronShioyae: al. (1988) y Fukui (1990),con lo que

la influenciadel cúmulo celular es esencialcon vistas a experimentacionessobre

maduración,fecundacióny desarrolloembrionarioin ‘¿litro.

Segúnlos datosmostradosen el presentetrabajo,la acción de los factoresde

crecimientoy suerossobre los oocitosse efectúaal crearun estímuloen el oocito

que facilita su maduracióny fecundación; puede que estos dos factores tengan

distintos mecanismosde actuación, ya que el IGF-l no produce efectos tan

importantes,en la maduración,comoel EGF,o que se complementenjunto conlos

suerosparaproducir la maduracióncitoplásmicay nuclear,creandolas condiciones

necesariasparapermitir la fecundaciónin vkro.

En este sentido,a falta de mayoresestudios,Herlerr e: al. (1992) que

suplementaronel mediode maduracióny el de desarrolloembrionarioconIGF-1 (en

basea la existenciade receptoresparaestefactor desdeel estadioembrionariode
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1 célula), señalaronque, el IGF-l, era efectivo en el desarrolloembrionario,

despuésde la maduracióny fecundaciónin ‘¿Uro. De la mismamanera,Coskume:

al. (1991) señalaronque los oocitos maduradoscon EGF eran capacesde

desarrollarsesin cocultivoscelulares,hastael estadiode 8 celulas.Todosestosdatos

permiten asegurarque los factoresde crecimientojueganun papel importanteen

estosprocesosdel desarrolloembrionariotemprano.

Finalmente,reuniendoel conjuntode los experimentosefectuados,podemos

señalarque, la suplementaciónde los mediosde maduraciónitt ‘¿litro de oocitos

bovinoscon factoresde crecimientoy sueros, favorecela expansióndel cúmulo

celulardel oocito y su maduracióny fecundaciónitt ‘¿Uro, ejerciendoestosefectos

por medio de las célulasdel cúmulo celular, por lo que, los oocitos con cúmulo

celularcompleto,seríanlos másadecuadosparaefectuarfuturasinvestigacionesen

estecampo.
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CONCLUSIONES

1.- LA ADICION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA

INSULINA (IGF-1) Y DEL FACTOR DE CRECIMIENTOEPIDERMICO

(EGE), AL MEDIO DE MADURACION DE OOCITOS DE ORIGEN

VACUNO, FAVORECE:

a) LA EXPANSIONDEL CUMULO CELULAR.

b) LA PROPIA MADURACION Y,

c) SU FECUNDACION IN VITRO.

2.- EL CUMULO CELULAR ES NECESARIO PARA QUE PUEDAN

ACTUAR LOS FACTORESDE CRECIMIENTO EN LA MADURACION

Y FECUNDACION IN VITRODE LOS OOCITOS.

3.- CUANDO EN EL MEDIO DE MADURACION IN lITRO SE ANADE

EGF SOLO O EGF MAS IGF-1, LA EXPANSION DEL CUMULO

CELULAR QUE SE PRODUCESIRVE COMO DATO ORIENTATIVO

DEL ESTADO DE MADURACIÓN DEL OOCITO.
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