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RESUMEN

Los programas de maduracion y fertilizacion in vitro (MIV y FIV) presentan
problemas en los porcinos, estos son los bajos porcentajes de maduracion
citoplasmica y los altos indices de polispermia. Hasta la fecha no esta claro si estas
dificultades estan relacionadas con las condiciones de cultivo durante la maduracion.
Se ha demostrado que el fluido folicular porcino (FFp) incrementa la maduracion
nuclear y citoplasmica del ovocito, evaluada por la formacion del pronucleo
masculino (PNm) después de la FIV. Sin embargo, existe controversia sobre sus
efectos dependiendo del tamafio del foliculo del que proviene el FFp. El objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto del FFp, completo y fraccionado, adicionado en el
medio de maduracion, en la MIV, FIV y la polispermia. Los ovocitos porcinos se
obtuvieron de cerdas prepuberes. El FFp se obtuvo por la puncién y aspiracion de
foliculos menores de 5 mm (FFpl) y de 5.1 a 8 mm de diametro (FFp2), el FFp de las
dos categorias presentd una concentracion de 60 + 5 mg/ml de proteina. El testigo
negativo se normaliz6 al 100%. Tanto el FFpl como el FFp2 adicionados al medio de
MIV y en presencia de LH, FSH y EFG aumentaron la maduracién nuclear (80%), la
citoplasmica se incrementd entre 371 y 400%, la fertilizacion entre 165y 183% vy la
polispermia entre el 57 y 35% con relacién al testigo negativo. Al no haber diferencia
significativa entre el FFp de los dos tipos foliculares se eligio el FFpl para
fraccionarlo por cromatografia de intercambio aniénico. Se obtuvieron 5 fracciones
(R1, R2, R3, R4, R5), y las que tuvieron un efecto mas importante fueron R1, R3 y
R5. La R1 incrementd la fertilizacion en un 30% y disminuy6 la polispermia también
en un 30%, esta ultima de la misma manera que el FFp completo. La R3 tuvo un
efecto inhibitorio en la maduracién nuclear y citoplasmica. La R5 incrementé el
reinicio de la meiosis (29%), favorecié la maduracién nuclear (20%) e incrementd la

formacion del PNm (32%). Las fracciones se analizaron mediante electroforesis en

XiX



gel de poliacrilamida en presencia de SDS para relacionar el patréon de bandas
proteinicas con el efecto en la maduracién, fertilizacién y polispermia. En la R1 se
encontré una banda con M, de 45-46 kDa que no aparecié en otras fracciones del

FFp por lo que puede estar relacionada con la disminucién de la polispermia. La R3
presentd 2 bandas (71 y 19 kDa) no presentes en las otras regiones que pueden
relacionarse con su efecto inhibitorio. La R5 presenté dos bandas de 139 y 124 kDa
no encontradas en otras fracciones, estas proteinas pueden estar implicadas con el
efecto positivo sobre la maduracion que se observd con el FFp y esta regién. Este
trabajo demuestra que los componentes proteinicos del FFp son relevantes en la MIV
y FIV y la polispermia del ovocito porcino. Se requiere realizar un andlisis para
identificar las proteinas que forman estas fracciones para que de manera aislada en

los medios de maduracion se pruebe su efecto sobre la MIV, FIV y polispermia.

Palabras clave: maduraciéon in vitro, fertilizacién in vitro, fluido folicular,

fracciones proteinicas del fluido folicular, ovocitos porcinos
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ABSTRACT

In vitro maturation and fertilization (IVM, IVF) programs in pigs have some
problems, these are low rates of cytoplasmic maturation and high percentages of
polyspermy. To the present time, it is not clear if these difficulties are related to
culture conditions during maturation. It has been shown that porcine follicular fluid
(pFF) increases the oocyte nuclear and cytoplasmic maturation, evaluated by the
development of the male pronucleus (mPN) after IVF. However, there is controversy
about its effects, depending on the follicular size from where the pFF is obtained. The
objective of this study was to evaluate the effect of complete and fractionated pFF, on
IVM, IVF and polyspermy, when added to the maturation medium. Porcine oocytes
were collected from prepuberal gilts. The pFF was obtained by puncture of follicles
smaller than 5 mm (pFF1) and from 5.1 to 8 mm in diameter (pFF2), the pFF from
both categories showed a protein concentration of 60 + 5 mg/ml. The negative control
was normalized as 100%. Both pFF1 and pFF2 when added to the IVM medium and
in the presence of LH, FSH and EGF increased nuclear maturation (80%),
cytoplasmic maturation increased between 371 and 400%, fertilization increased
between 165 and 183% and polyspermy between 57 and 73%, as compared to the
negative control. Since no significant differences were found between pFF of the two
follicular types, pFF1 was selected to be fractionated by anionic exchange
chromatography. Five fractions were obtained (R1, R2, R3, R4, R5), those with the
most important effect were R1, R3 and R5. R1 increased fertilization by 30% and
decreased polyspermy also by 30%, the latter one in the same manner as the
complete pFF. R3 had an inhibitory effect on nuclear and cytoplasmic maturation. R5
increased the reinitiation of meiosis (29%), nuclear maturation (20%) and mPN
development (32%). The fractions were analyzed by electrophoresis in
polyacrylamide gel in presence of SDS to relate the protein band pattern to the effect
on maturation, fertilization and polyspermy. In R1 a band of M, from 45-46 kDa was

XXi



found, this did not appear in other pFF fractions, for which it may be related to the
reduction of polyspermy. R3 showed 2 bands (71 and 19 kDa) not present in the
other regions, which may be related with its inhibitory effect. R5 showed two bands of
139 and 124 kDa not found in other fractions, these proteins may be implicated with
the positive effect on maturation observed in pFF and in this region. This study shows
that the protein components of pFF are relevant for the IVM, IVF and polyspermy of
the porcine oocyte. It is required to perform analyses to identify the proteins that
compose these fractions, so that in an isolated manner its effect can be tested in

maturation media on IVM, IVF and polyspermy.

Key words: in vitro maturation, in vitro fertilization, follicular fluid, follicular fluid

protein fractions, porcine oocytes.
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1. INTRODUCCION

1.1. OVOGENESIS Y FOLICULOGENESIS

En las hembras de los mamiferos, los 6rganos reproductores son los
ovarios, productores de los gametos femeninos que son los ovocitos y de las

hormonas sexuales femeninas (estrégenos y progestagenos).

La ovogénesis es la formacion y la maduracion del gameto de las hembras
gue se inicia en la etapa embrionaria. Las ovogonias son las células precursoras
de los ovocitos y surgen de las células germinales a partir del saco vitelino
formado del intestino posterior del embrién. Las ovogonias son diploides (2n) y se
encuentran en el ovario, dentro del foliculo primario donde se dividen
mitéticamente. La produccion de ovogonias termina antes del nacimiento, por lo
que al momento de nacer, ya tienen un numero predeterminado de gametos

potenciales (Baker, 1982).

Después de la proliferacion mitética, las ovogonias se convierten en
ovocitos primarios. En este estado se inicia la primera division meiética, que en la
pubertad formara al ovocito secundario y al primer cuerpo polar. En esta primera
division se separan los cromosomas homodlogos, se reduce el numero
cromosémico y la célula se vuelve haploide (n). La segunda divisibn meidtica se
inicia después de la primera, es en este punto donde ocurre la separacion de las
crométidas hermanas, produciéndose la formacion del segundo cuerpo polar, sin
embargo, esta ultima division sélo se completara hasta el momento en que ocurra

la fertilizacion (Baker, 1982; Betancourt y col 2003).

El crecimiento del foliculo se inicia al mismo tiempo que el del ovocito,
posteriormente, el crecimiento del ovocito se lleva a cabo méas lentamente y el del
foliculo prosigue. Después de que se forman los ovocitos primarios, éstos se
rodean de una capa sencilla de células epiteliales aplanadas y se establece el

foliculo primordial o primario que se encuentra en el parénquima ovarico. La



mayoria de los foliculos que inician su desarrollo se vuelven atrésicos, es decir
gue degeneran. En la mayor parte de las especies los primeros foliculos en
crecimiento aparecen en el ovario durante los primeros dias después del
nacimiento, aunque en los primates pueden presentarse antes del nacimiento
(Baker, 1982; Bearden y Fuquay, 1982; Betancourt y col 2003).

El ovocito alojado dentro del foliculo primario aumenta su tamafio y las
células foliculares que lo circundan emiten prolongaciones citoplasmicas hacia el
ovocito estableciendo entre ellas uniones de comunicacion El contacto entre el
ovocito y las células foliculares es importante para el desarrollo y la viabilidad del
ovocito, ya que a través de las uniones comunicantes recibe nutrientes como
piruvato y precursores metabdlicos dentro de los que se encuentran aminoacidos y
nucledtidos. En esta etapa se forma la zona pellcida (ZP) que es una matriz
extracelular compuesta por glicoproteinas (Betancourt y col 2003; Dunbar y col
1980).

Posteriormente, el ovocito cesa de crecer, las células foliculares que lo
rodean contintdan dividiéndose, adquieren una forma cuboidal y forman el cumulus
oophorus o células del camulo (CC). Durante el crecimiento folicular, a medida que
se multiplican las células foliculares se forma un espacio entre ellas que se llena
de un liquido con una constitucién similar a la del suero sanguineo que es
modificado por el ambiente folicular y que constituye el fluido folicular (FF). A
medida que aumenta la entrada de este fluido, aumenta la cavidad y se forma el
antro folicular. En esta etapa el foliculo ya maduro es clasificado como foliculo
terciario o de Graaf. El foliculo terciario esta formado por varias capas celulares:
una capa exterior constituye la teca externa, por debajo de ésta se encuentra la
teca interna, una lamina basal y hacia el interior del foliculo esta situada la
granulosa que rodea al antro (Baker, 1982; Bearden y Fuquay, 1982; Carolan y col
1996; Hafez y Hafez, 2000b).

Al aumentar el tamafio del antro, el ovocito adquiere una posicion lateral en

el foliculo y queda rodeado por varias capas de células de la granulosa, las células



gue tienen contacto con el ovocito constituyen la corona radiada que junto con las

CC forman el complejo ovocito-células del cimulo (COC) (Baker, 1982).

El crecimiento preantral del foliculo es independiente de las gonadotropinas,
ya que la extirpaciéon de la hipoéfisis no altera su crecimiento inicial. Sin embargo, el
control de la fase final del crecimiento folicular es determinado por la influencia de
las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH), cuya funcion en ese
momento es la de inducir la sintesis de esteroides por parte de las células de la
teca interna. En cada ciclo reproductor, bajo la influencia de la FSH liberada por la
hipdfisis, los foliculos en crecimiento son estimulados para que continlen su

crecimiento y alcancen su maduracion (Baker, 1982; Hafez y Hafez, 2000b).

1.1.1. Ovulacioén

El comienzo de la maduracion preovulatoria es producido por la elevaciéon
repentina de gonadotropinas, especialmente de LH. En respuesta al aumento de la
hormona aumenta la cantidad del FF en el antro, como consecuencia el tamafio
del foliculo aumenta (Fulka y col 1989). Durante esta etapa las células que estan
en contacto con el ovocito adquieren una forma columnar. El area celular que se
encuentra rodeando el ovocito forma un pequeiio tallo y el ovocito solo queda
rodeado por la corona radiada y las CC. Al finalizar este periodo el COC puede
guedar libre en el FF (Baker, 1982).

Al terminar el crecimiento folicular, la accion de la LH hace que se presente
la ovulacibn por mecanismos que aun no estan bien dilucidados. Hay una
expansion del foliculo debido a la actividad de las enzimas proteoliticas, aumenta
la permeabilidad vascular, la presién del FF y se presenta la isquemia de los
capilares del foliculo (Baker, 1982; Hafez y Hafez, 2000b; Shimada y col 2001).

Con el pico preovulatorio de la LH, el nacleo del ovocito que hasta ese
momento se encontraba en estado de Vesicula Germinal (VG), en la etapa de
diploteno de la profase de la primera division meiotica, reinicia la meiosis (Baker,
1982; Hafez y Hafez, 2000b; Shimada y col 2001)



La liberacion de las gonadotropinas suprime un factor inhibitorio conocido
como Inhibidor de la Maduracion del Ovocito (OMI) que se encuentra en el FF y
gue es secretado por las células de la granulosa. La reanudaciéon de la meiosis se
caracteriza por la desaparicion de la VG (Fulka y col 1989; Planchot y
Mandelbaum, 1990). Durante esta etapa se condensan los cromosomas. Al final
de la primera division meidtica, sin que haya una interfase el ovocito prosigue
hasta la metafase Il (MlIl), etapa en la cual en la mayoria de los mamiferos ocurre
la ovulacién. La culminacion de la division meidtica se conoce como maduracion

meidtica o nuclear.

En la mayoria de los mamiferos la ovulacién se lleva a cabo durante la
metafase de la segunda division mei6tica. Solo cuando el ovocito es fertilizado se
completa esta division y se expulsa el segundo cuerpo polar. (Austin, 1982).

1.2. FERTILIZACION

La fertilizacién es el proceso de la reproduccién sexual en el que se unen
un ovocito y un espermatozoide y comienza cuando el semen es depositado en el
tracto reproductor de la hembra. Cuando los gametos se ponen en contacto en el
oviducto de la hembra ocurren una serie de eventos sucesivos que conducen a la
fertilizacion, a la formacion de un cigoto y posteriormente al desarrollo de un nuevo
individuo que tiene un contenido genético diferente al de los progenitores (Austin,
1982; Wassarman y col 2001; Yanagimachi, 1994). Desde que la fertilizacion se
observo por primera vez hace mas de cien afios en invertebrados, ha sido objeto
de intensos estudios valiéndose de técnicas como la microscopia Optica vy
electronica, bioguimica, biologia molecular y la fertilizacion in vitro (FIV). Todo esto
ha sido necesario para descifrar los procesos que se llevan a cabo desde que
interaccionan los gametos hasta que se produce el desarrollo embrionario
temprano en la etapa de blastocisto (Betancourt y col 1993; Betancourt y col 2003;
Yanagimachi, 1994).

El ovocito es transportado en la direccion correcta por las secreciones del

oviducto, por el movimiento de los cilios que lo recubren y por contracciones
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musculares de la pared del oviducto. De este modo los ovocitos alcanzan el sitio
de la fertilizacién que en la mayoria de los mamiferos es en el &mpula, una porcién
amplia del oviducto, donde por lo general se encuentran ya los espermatozoides
(Austin, 1982).

Hay evidencias que indican que los espermatozoides se dirigen al ovocito
por medio de factores quimiotacticos que se encuentran en el oviducto
(Wassarman y col 2001), algunos de estos factores pueden provenir del FF
(Serrano y col 2001) que acomparia al ovocito en el momento de la ovulacién. De
los millones de espermatozoides que son eyaculados dentro del aparato
reproductor femenino sélo algunos llegan al sitio de la fertilizacion (Hafez y Hafez,
2000a).

1.2.1. Interaccion del espermatozoide con las células del

cumulo

Antes de establecer contacto con el ovocito, el espermatozoide penetra a
través de las CC que estan inmersas en una matriz de acido hialurénico conjugado
con proteinas. Esta matriz es secretada por dichas células al momento de
reiniciarse la meiosis. Las CC se expanden antes de la ovulacién para permitir el
paso de los espermatozoides siendo esta caracteristica un indicio externo de la

maduracion del ovocito (Yanagimachi, 1994).

Existia la idea de que miles de espermatozoides se ponian en contacto con
el ovocito, en realidad eso so6lo sucede en condiciones in vitro. En condiciones
naturales, in vivo, pocos espermatozoides se ponen en contacto con el ovocito, en
algunos casos la proporcién puede ser de 1:1, esto se debe a que son pocos los
espermatozoides que cruzan las CC (Betancourt y col 2003; Yanagimachi, 1994).

Los mecanismos por los cuales los espermatozoides atraviesan las CC no
son claros. Hay algunas hipétesis que indican que el movimiento mecanico es
indispensable para la penetracion de esta estructura, sin embargo hay evidencias

de que las enzimas contenidas en el acrosoma como la hialuronidasa, la acrosina,
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la b-galactosidasa y la arilsulfatasa pueden ser las responsables de la capacidad
de penetracion, ya que cuando se emplearon inhibidores de la hialuronidasa se
impidié la penetracion de los espermatozoides (Yanagimachi, 1994).

En algunas especies como ratones, porcinos y bovinos la presencia de las
CC hace mas eficiente la FIV por la existencia de factores solubles secretados por
ellas, que estimulan la movilidad espermatica y promueven la reaccion acrosomal.
Se han propuesto otras funciones de las CC como son la de prolongar la vida fértil
del ovocito, la de hacer mas lento el proceso de endurecimiento de la ZP después
de la ovulacibn y la de proporcionar un medio para la seleccibn de
espermatozoides mas vigorosos y permitir que éstos penetren al ovocito con
menor esfuerzo. Todas estas funciones permiten que la fertilizacion sea mas

eficiente (Yanagimachi, 1994).

1.2.2. Interaccién de los espermatozoides con la Zona
Pellcida

La ZP en los mamiferos tiene diversas funciones como el reconocimiento
especie-especifico con el espermatozoide, la induccién de la reaccidon acrosomal y
evitar la polispermia. Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario la ZP
protege al embrion, sin ella los blastébmeros podrian disociarse, o adherirse a las
paredes del oviducto y perecer, ademas ayuda a la implantacién del embrién en el
Gtero. También es una proteccion contra bacterias, leucocitos y ataque
inmunolégico. La ZP tiene familias de glicoproteinas que varian en su peso
molecular dependiendo de la especie (Wassarman, 1989). En el porcino, la ZP
esta constituida por 71% de proteinas y 19% de carbohidratos como fucosa,
manosa, galactosa, acido N-acetil-glucurénico, acido siélico, y sulfatos (Dunbar y
col 1980).

Los espermatozoides que han penetrado las CC se unen a la ZP por medio
de la interaccidn de las moléculas de la superficie de ambas células. En murinos y

otras especies, la familia ZP3 es el ligando inicial para que la membrana



espermatica se una a la ZP antes de que se lleve a cabo la reaccion acrosomal.

Otra funcién de este componente es disparar este proceso (Yanagimachi, 1994).

Durante la reaccion acrosomal se liberan hialuronidasa y proteasas que son
esenciales para la penetracién del espermatozoide a través de la ZP, el segundo
ligando que se une a la membrana interna del espermatozoide reaccionado es la
familia ZP2 (Betancourt y col 2003; Yanagimachi, 1994).

Una vez que el espermatozoide se une a la ZP debe atravesarla. Se han
formulado dos hipétesis para explicar este proceso, una de ellas indica que la
fuerza mecanica del espermatozoide es suficiente para romper los puentes
disulfuro de las glicoproteinas de la ZP. La otra postula que los espermatozoides
gue no llevan a cabo la reaccion acrosomal no pueden penetrarla y que la
acrosina hidroliza todas las glicoproteinas de la ZP. Estas dos hipétesis no son
excluyentes para propiciar que el espermatozoide se desplace a través de la ZP
(Yanagimachi, 1994).

1.2.3. Fusion del espermatozoide con el ovocito

Una vez que el espermatozoide ha pasado a través de la ZP, cruza
rapidamente el espacio perivitelino, su cabeza se une a la membrana plasmatica

del ovocito (oolema) y el cuerpo completo se incorpora al citoplasma (ooplasma).

En todos los animales, excepto en los euterios, la membrana interna del
acrosoma es la primera en fusionarse con el oolema. En los euterios, como
murinos, bovinos y porcinos la regiéon ecuatorial de la membrana plasmatica del
espermatozoide es la que se fusiona con el oolema. La region posterior de la
cabeza y la cola son incorporadas por medio de la fusidon de sus membranas con
el oolema, y la region anterior de la cabeza con la parte interna del acrosoma

expuesta, es fagocitada por el ovocito (Betancourt y col 2003; Yanagimachi, 1994).



1.2.4. Activacion del ovocito.

Al fusionarse el espermatozoide con el ovocito, se produce una serie
eventos de tipo morfoldgico y bioquimico que constituyen el proceso de activacion.
Estos cambios conducen a la diferenciacion del ovocito fertilizado llamado cigoto,
la division embrionaria y la formacion de un nuevo individuo con complemento

genético diploide.

Después de que se produce el rompimiento de la VG, se inicia la
maduracién del ovocito y como resultado de la primera divisibn meiética se libera
el primer cuerpo polar. Inmediatamente después, se inicia la segunda division
meidtica que se detiene en MIl y sélo continla con la penetracion del

espermatozoide (Yanagimachi, 1994).

En los mamiferos la prueba mas clara de que el ovocito ha sido activado es
la liberacion de los granulos corticales (GC) para impedir el acceso a
espermatozoides adicionales. Después de la penetracion del espermatozoide al
ovocito, la segunda metafase se reanuda, se completa la meiosis y se libera el
segundo cuerpo polar. El complemento haploide del ovocito se transforma en el
pronacleo femenino (PNf). SimultAneamente, el espermatozoide en el ooplasma
se transforma y su ndcleo se descondensa para dar origen al prontcleo masculino
(PNm). La activacion del ovocito se conoce méas detalladamente en erizos de mar
y anfibios. En los mamiferos el criceto es la especie que mas se ha estudiado, en
éste, la activacion del ovocito ocurre 5 minutos después de la fusiéon con el

espermatozoide (Yanagimachi, 1994).

Al fusionarse el espermatozoide con el oolema, se activa la ruta del
inositoltrifosfato (IPs) que provoca un aumento de Ca*? en el citosol, esta reaccion
se inicia desde la region donde ocurrié la penetracion y se extiende hacia el resto
del ovocito. La liberacién de los iones de Ca*? produce la exostosis de los GC y
pulsos periodicos de hiperpolarizacion en la membrana plasmatica. Los cambios
gue se realizan en el plasmalema son debidos a la activacion de la proteina G. La
proteina cinasa C es activada por el diacilglicerol (DAG) provocando un
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rompimiento en el equilibrio de la fosforilacion y desfosforilacion de algunas
proteinas, lo que conduce a la modulacion de canales de calcio en la membrana y
la inactivacién del factor promotor de la maduracién (FPM) y la del factor
citostatico. Estos cambios y el aumento en el pH conducen al progreso de la Mil y
la formacion y liberacién del segundo cuerpo polar (Yanagimachi, 1994).

En la mayoria de las especies los ovocitos que no son fertilizados no se
activan y el huso metafasico se desintegra; sin embargo en algunos ovocitos,

cuando envejecen puede haber una activacién espontanea.

En algunas especies de mamiferos la activacion de los ovocitos puede
lograrse mediante la estimulacion eléctrica o mecénica y dividirse por
partenogénesis sin la participacion del espermatozoide, llevando a cabo las
primeras divisiones embrionarias antes de que perezcan (Gilbert, 1994;
Yanagimachi, 1994).

1.2.5. Reaccion cortical y bloqueo a la polispermia

Durante la ovogénesis y la maduracién meidtica los GC se originan a partir
del Aparato de Golgi, aumentan en nimero y se dirigen a la periferia del ovocito
como un proceso preliminar a la fertilizacion (Wassarman, 1989; Yanagimachi,
1994). Los GC se han encontrado en los ovocitos de todos los mamiferos y
contienen mucopolisacéaridos, proteasas, activador del plasminégeno tisular,
fosfatasa 4cida y peroxidasa (Betancourt y col 2003; Yanagimachi, 1994). Con la
penetracion del espermatozoide los GC se fusionan con el oolema y liberan su
contenido enzimatico hacia el espacio perivitelino alterando las propiedades de la
ZP impidiendo la entrada de espermatozoides adicionales, lo que se conoce como
polispermia. Esta puede producirse tanto in vivo como in vitro cuando los ovocitos
fertilizados son inmaduros o han envejecido, la reaccion de los GC es defectuosa
y su exocitosis es deficiente, permitiendo el paso de dos 0 mas espermatozoides
(Yanagimachi, 1994).



En condiciones in vivo, la polispermia puede producirse cuando un gran
namero de espermatozoides alcanza el sitio de la fertilizacion. También se
presenta cuando el apareamiento es tardio o la temperatura de la hembra es
elevada por fiebre o hay un incremento en la temperatura ambiental (Bearden y
Fuquay, 1982; Yanagimachi, 1994). En cualquiera de los casos la polispermia
provoca que el cigoto tenga dotaciones cromosOmicas triples o mdultiples por lo
gue los embriones pueden presentar mosaisismo o0 ploidias, produciendo
embriones poliploides que no son viables. La polispermia puede ser la causa de la
disminucién en la tasa de concepcion y el aumento en la mortalidad embrionaria
(Han y col 1999Db).

En los mamiferos se conocen poco los mecanismos moleculares que
ocurren durante la exocitosis de los GC. En los ovocitos de criceto fertilizados in
vitro se ha observado que la exocitosis comienza menos de un minuto después de
la unién del espermatozoide con el ovocito. Sélo los ovocitos que han completado
su maduracion son capaces de presentar exocitosis de los GC cuando son
fertilizados, esta facultad comienza durante la Ml y alcanza su nivel normal con la
MIl (Yanagimachi, 1994).

Existen dos mecanismos para impedir la entrada de mas de un
espermatozoide. Cuando el espermatozoide se ha fusionado con el ovocito
ocurren cambios bioquimicos y biofisicos en la membrana plasmatica del ovocito y
en la ZP. El primer bloqueo ocurre a nivel del ooplasma, ya que la entrada del
espermatozoide provoca una despolarizacion transitoria de ésta reduciendo la
posibilidad de fusionarse con otros espermatozoides. Este bloqueo se produce un
minuto después de que ocurre la penetracion. Este mecanismo no se ha
comprendido completamente pero se sabe que es independiente de la exocitosis
de los GC. El segundo bloqueo es provocado por la liberacion de enzimas de los
GC hacia el espacio perivitelino que modifican la composicibn de la ZP
produciendo una reaccion de zona o reaccion cortical. Los receptores para los
espermatozoides se inactivan y la ZP se endurece (Alberts y col 1994;
Yanagimachi, 1994).
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Las enzimas de los GC modifican la ZP3 involucrada en la unién del
espermatozoide cortando los residuos terminales de los oligosacaridos. La ZP2 se
modifica perdiendo su capacidad de unién. En todos los mamiferos tanto la ZP
como la membrana plasmatica actGan en conjunto para evitar la polispermia,
aunque en algunas especies puede predominar alguno de estos mecanismos
(Yanagimachi, 1994).

1.2.6. Descondensacion del nucleo del espermatozoide

Durante la transformacion de las espermatidas en espermatozoides, las
histonas son reemplazadas por protaminas ricas en arginina, serina y cisteina lo
gue provoca la compactacion de la cromatina. Al madurar los espermatozoides en
el epididimo, en las protaminas hay una sustitucion de los grupos tilo por enlaces
disulfuro, lo que permite que los nucleos de los espermatozoides sean resistentes
a cambios fisicos y quimicos, y su cabeza tenga la rigidez necesaria para
atravesar la ZP (Yanagimachi, 1994).

Después de que el espermatozoide penetra en el ovocito y lo activa, la
envoltura nuclear espermatica se rompe comenzando por la region del segmento
ecuatorial y el material nuclear se incorpora al ovocito antes de que el ndcleo

espermatico se descondense (Yanagimachi, 1994).

Para que se pueda descondensar la cabeza del espermatozoide en el
ovocito se requiere que haya ocurrido el rompimiento de la VG y que esté presente
en el citoplasma del ovocito un componente llamado factor de descondensacién
del nucleo del espermatozoide. Los ovocitos inmaduros no pueden inducir la
descondensacion nuclear del espermatozoide ni la formacidbn del PNm
(Yanagimachi, 1994).

En el citoplasma del ovocito, el espermatozoide pierde las protaminas del
nacleo y hay una reduccion de los enlaces disulfuro. Un factor importante para la
descondensacion del ndcleo es la presencia de glutation en el citoplasma del

ovocito, que actia en la reduccién de estos enlaces. Durante la descondensacion
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del nucleo espermatico las protaminas son sustituidas por histonas y las proteinas
de la cromatina son remplazadas por proteinas provenientes del ovocito
(Yanagimachi, 1994).

1.2.7. Desarrollo del pronucleo y singamia

Mientras el ovocito completa la segunda division meidtica y se forma el PNf,
la cromatina descondensada del espermatozoide forma el PNm. En los mamiferos
la fusion de los dos prondcleos dura aproximadamente dos horas. En el
citoplasma del ovocito existe una sustancia llamada factor de crecimiento del
prondcleo que es producida cuando el ovocito madura en presencia de las CC.
Este factor no es especie especifico, porque permite la formaciéon del PNm en
ovocitos desprovistos de ZP que son penetrados por espermatozoides
heterdlogos. En el ovocito, la sintesis de glutation es indispensable para la
formacion del PNm (Niwa, 1993).

Después de la fusiébn de los gametos, en los dos pronucleos se inicia la
sintesis de ADN. La etapa en que éstos son visibles se conoce como pronuclear o
precigotica. En un inicio los pronudcleos recién formados se encuentran alejados
uno del otro, posteriormente se sitian al centro del ovocito y se ven muy cercanos,
sus superficies forman interdigitaciones, las membranas nucleares se entrelazan y
se fusionan en un proceso que recibe el nombre de singamia. La envoltura nuclear
desaparece y los cromosomas paternos y maternos se unen. De esta manera se
forma el cigoto, en el que se restaurard el numero cromosémico diploide. La
singamia es considerada como el ultimo paso de la fertilizacion y el inicio del

desarrollo embrionario (Yanagimachi, 1994).

1.3. FLUIDO FOLICULAR

El FF se origina por la trasudacion del plasma sanguineo periférico a través
de la lamina basal del foliculo, donde es modificado por las actividades
metabdlicas foliculares y se acumula en el antro. Est4 formado por esteroides y

glicoproteinas que son sintetizados y secretados por las células de la teca y de la
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granulosa. También estan presentes elementos no esteroides con actividades
fisiologicas y una sustancia estimuladora de la luteinizacion de las células de la

granulosa.

Durante el crecimiento folicular se establece un equilibrio entre el suero y el
FF, las concentraciones de metabolitos entre éstos son similares entre si y con las
secreciones del oviducto (Bisseling y col 1997; Dode y Graves, 2002; Gérard y col
1998; Hafez y Hafez, 2000b).

El FF tiene factores reguladores que estimulan o inhiben el ciclo folicular
(Arici y col 1997; Brussow y col 1999a; Brissow y col 1999b; Ding y Foxcroft,
1994; Hafez y Hafez, 2000b; Kawano y col 1997).

1.3.1. Componentes del fluido folicular

El FF contiene compuestos de gran importancia fisiolégica que se
encuentran en concentraciones similares a las del suero sanguineo (Cuadrol).
Las concentraciones de progesterona y de 17 b-estradiol en el FF son més altas
de las que hay en la sangre. En los foliculos antrales grandes conforme se
aproxima la ovulacion, el FF contiene concentraciones altas de 17 b-estradiol y

progesterona, lo que no ocurre en los foliculos pequefios (Hafez y Hafez, 2000b).

El FF contiene sustancias inhibidoras entre las que se encuentra un péptido
con un peso molecular aproximado de 15 kDa que es el inhibidor de la maduracién
de los ovocitos (OMI), y éste los mantiene en la primera division meiodtica.
Contiene ademas una proteina compleja que evita la luteinizacion de las células
de la granulosa, un inhibidor que impide la unién de la FSH con las células de la
granulosa. También se ha identificado la presencia de inhibina, hormona que
inhibe la secrecion de FSH y de relaxina, un polipéptido de aproximadamente 9
kDa (Gérard y col 1998).

En el FF humano, se han encontrado factor de necrosis tumoral (TNF)-a, IL-

| e IL-6 y la citocina que es un factor estimulador de colonias de macréfagos. Estos
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componentes pueden tener un papel importante en la regulacion del desarrollo de
los foliculos y la atresia en el ovario (Blscher y col 1999). También se ha
demostrado la presencia de citocinas, como son los factores de crecimiento
parecido a insulina | y Il (IGF-I e IGF-Il), factor de crecimiento derivado de
plaguetas AB (PDGF-AB), factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor
transformador de crecimiento (TGF). La presencia de las citocinas parece estar
influenciada por hormonas como la FSH y la gonadotropina de mujer menopausica
(hMG), o la combinacién de ambas (Hammadeh y col 2000).

El FF tiene componentes fisioldgicos, bioquimicos y metabdlicos que
incrementan la maduraciéon del ovocito (Funahashi y Day, 1993b; Naito y col 1988;
Vatzias y Hagen, 1999; Yoshida y col 1992b).

El FF contiene proteoglicanos y hialuronano. La cantidad de proteoglicanos
en el foliculo puede ser de importancia en la trompa de Falopio in vivo, se piensa
gue pueden proteger al ovocito a su paso hacia la cavidad uterina. Existe la
posibilidad de que los proteoglicanos mantengan una matriz gelatinosa
proporcionando un medio adecuado para la captura del ovocito por parte de la
fimbria. La funcién de estas macromoléculas no se ha establecido, pero se sabe
gue se encuentran durante la formacién del antro, son las responsables de la
viscosidad del FF y de mantener el volumen del foliculo durante su desarrollo. La
sintesis y la acumulacién del hialuronano estan asociadas a la expansion de las
CC. El proteoglicano condroitin sulfato puede ser uno de los componentes del FF

gue aumenta el potencial de fertilizacion del espermatozoide (Eriksen y col 1997).
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Cuadro 1: Componentes y metabolitos del fluido folicular con actividad fisioldgica.

Componentes Compuestos
bioquimicos
Aminoé&cidos Asparagina, treonina, glutamina, acido glutdmico,
alanina, glicina
Enzimas Intracelulares y extracelulares

Carbohidratos

Glicoproteinas

Gonadotropinas
Esteroides
Prostaglandinas

Minerales y sales

Inmunoglobulinas

Otras Proteinas

Glucosa, fructosa, fucosa, galactosa, manosa

Glucosamina, galactosamina, &cido hialurénico,
heparina y plasminégeno

FSH, LH /prolactina
Colesterol, andrégenos, progestinas, estrégenos
PGE, PGF,,

Sodio, potasio, magnesio, zinc, cobre, calcio, azufre,
cloruro, fosfato inorganico, fosforo

La Ig G es la proteina predominante
La IgA esta presente en cantidades menores a IgG

La concentracion de IgG en el fluido aumenta
conforme los foliculos crecen hasta alcanzar las
dimensiones preovulatorias

Albumina, fibrindbgeno, lipoproteinas, péptidos

Adaptado de Hafez y Hafez (2000b).
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1.3.2. Funciones del fluido folicular

El FF realiza diversas funciones entre las que se encuentran el inicio del
crecimiento folicular, la esteroidogénesis y la regulacién del funcionamiento de las
células de la granulosa (Hafez y Hafez, 2000a). El FF esta relacionado con la
maduracion nuclear y citoplasmica del ovocito, la ovulacion, el transporte del
ovocito a través del oviducto, promueve la formacién de los prondcleos y la
preparacion del foliculo para la formacion del cuerpo liteo (Funahashi y Day,
1993b; Naito y col 1988; Vatzias y Hagen, 1999; Yoshida y col 1992b).

Durante la ovulaciéon una cantidad de FF es descargada con el ovocito
hacia el oviducto y junto con las secreciones del oviducto, provee un
microambiente en el que ocurren la capacitacion espermatica, la fertilizacion y el
desarrollo embrionario temprano, ya que en el FF hay factores importantes en la
maduracion citoplasmica que pueden tener una influencia en el desarrollo
embrionario (Brussow y col 1999a; Briussow y col 1999b; Carolan y col 1996;
Funahashi y Day, 1993b; Vatzias y Hagen, 1999).

Hay evidencias de que el FF tiene actividad quimiotactica atrayendo a los
espermatozoides al sitio de la fertilizacion. Esta actividad parece estar asociada al
acido hialurénico y a progesterona presentes en el FF humano, ademas se aisl6
una proteina de 8.6 kDa del FF porcino (FFp) que puede tener ese efecto (Serrano
y col 2001) .

El FF puede favorecer la movilidad espermética, la capacitaciéon y la
reaccion acrosomal in vitro del espermatozoide en muchas especies, incluyendo al
ratén, criceto, porcino y bovino. En el humano la preincubacion de los
espermatozoides con FF incrementa la penetracion (Ghetler y col 1990; Tesarik,
1985).

El FF bovino obtenido de foliculos grandes, adicionado al medio de
incubacion de espermatozoides tuvo un efecto favorable en la FIV (Briissow y col
1999a; Choi y col 1998; Hafez y Hafez, 2000b).
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1.4. FERTILIZACION IN VITRO

La FIV involucra la union de un espermatozoide con un ovocito fuera del
aparato reproductor femenino en condiciones de laboratorio. EI embrién resultante
es transferido a una hembra receptora. Esta puede ser la misma que aport6 el
gameto 0 una sustituta para que se lleve a cabo la implantacion, gestacion y el

nacimiento de una cria.

Los estudios de FIV en mamiferos se iniciaron en el siglo XIX cuando
Schenk, en 1878 obtuvo ovocitos de conejo y de cobayo, los incubd in vitro con
espermatozoides observando la formacion del cuerpo polar y al cabo de un tiempo
de cultivo, observé las primeras divisiones celulares (Seitz y col 1973). Los
primeros nacimientos de animales domésticos por medio de FIV se produjeron a
mediados del siglo pasado, cuando se logré el nacimiento de conejos (Chang,
1959). El primer nacimiento de un ser humano por medio de FIV y transferencia
embrionaria fue logrado por Steptoe y Edwards en 1978 (Steptoe y Edwards,
1978) . Fue en 1982 cuando se logré el nacimiento de la primera ternera producida
por FIV (Brackett y col 1982). Los primeros nacimientos de cerdos obtenidos por
este método fueron reportados por Cheng y col (1986), posteriormente por Mattioli
y col (1989) y Yoshida y col (1993).

El progreso de la FIV en animales domésticos fue mas lento que en las
especies de mamiferos utilizadas en el laboratorio. Las diferencias que existen en
la capacitacion espermatica, la dificultad para obtener cantidades adecuadas de
ovocitos maduros capaces de ser fertilizados y el bajo numero de embriones
obtenidos para ser transferidos a hembras receptoras son los principales
problemas encontrados (Calderon y Healy, 1993).

1.4.1. Aplicaciones de la FIV

La FIV ha sido muy util en diferentes areas de la reproduccion asistida. En
humanos surgidé inicialmente como un tratamiento para resolver la infertilidad

femenina producida por algunas enfermedades como endometriosis, factor de
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infertilidad cervical y fallas ovaricas, pero pronto fue aplicada para otro tipo de
problemas como son algunos casos de infertilidad masculina y la infertilidad de
origen inmunoldgico (Calderon y Healy, 1993). Ademds, la FIV ha permitido
estudiar y entender aspectos bioldgicos basicos en la maduracién de gametos,
estudiar los mecanismos celulares y moleculares en la interaccion de los gametos
durante la fertilizacion y el conocimiento mas preciso de los eventos que se llevan
a cabo durante el desarrollo embrionario temprano (Abeydeera y col 1998a;
Abeydeera y col 1998b; Abeydeera y col 1998c; Abeydeera y col 1998d,;
Abeydeera y col 2000; Betancourt y col 1993; Fierro y col 1994).

La FIV es una herramienta muy atil como una alternativa para estudiar los
aspectos reproductivos que podrian ser utilizados para la conservaciéon de
especies en peligro de extincion. En animales en cautiverio la FIV también es de
gran ayuda en la resolucién de problemas reproductivos ya que pueden padecer
de subfertilidad o infertilidad. Esta disminucion en la fertilidad puede deberse a
incompatibilidad entre el macho y la hembra en el momento del apareamiento o al
estrés que produce el cautiverio, por lo que la FIV es una alternativa para que los
animales que se encuentran en zooldgicos puedan reproducirse, especialmente
cuando se trata de ejemplares de gran valor y/o con bajo indice de reproduccion
(Wildt, 1990).

Los progresos alcanzados en la FIV permiten que los ovocitos fertilizados
lleguen a moérula y blastocisto. En estos estados de desarrollo, los embriones
pueden ser transferidos al utero de una hembra receptora empleando métodos
quirdrgicos o no quirargicos. Por el contrario, la transferencia de embriones en
estados mas tempranos de desarrollo debe hacerse en forma quirdrgica para
depositarlos en el oviducto, lo cual dificulta la técnica (Wilmut y Clark, 1991).

Actualmente, la demanda de la FIV en diferentes especies de animales
domésticos se ha incrementado ya que ha hecho posible la obtencién de una gran
cantidad de cigotos que son la base para la aplicacion de las diferentes
biotecnologias, que desde el punto de vista econémico y biolégico actualmente ya
es una realidad (Bremel y col 2001; Gordon, 1994; Romo, 1997; Romo y col 2002).
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En las especies domésticas la demanda de FIV se ha incrementado y ha
contribuido al avance de otras metodologias como la transgénesis, el sexado de
embriones y la transferencia nuclear o clonacion. Ademas, por medio de FIV se
puede obtener un gran nimero de cigotos y embriones en estado temprano de
desarrollo (Betthauser y col 2000; Polejaeva y col 2000; Romo, 1993; Toyoda y
Naito, 1990; Weidle y col 1991). La FIV también ha contribuido al desarrollo de las
diferentes técnicas de transgénesis que permiten la modificacion genética de un
organismo mediante la introduccion de ADN exdgeno que contiene genes
especificos o modificaciones genéticas mediante la eliminacion o modificacién de
algun gen. La capacidad de cambiar la naturaleza genética se ha extendido a los
animales domésticos como el bovino, ovino y porcino (Houdebine, 2002;
Houdebine y col 2002; Murray, 1999; Wilmut y Clark, 1991; Wilmut y Whitelaw,
1994).

1.4.2. Importancia de la FIV en la produccion de cerdos

transgeénicos

El cerdo es un modelo adecuado para realizar estudios sobre la
reproduccion como son el reconocimiento y la interaccion de los gametos en el
momento de la fertilizacion y el desarrollo embrionario. En la actualidad ya es
posible la creacion de cerdos transgénicos, que pueden expresar el gen promotor
de la hormona del crecimiento que les permite ganar mas peso y aumentar su
eficiencia alimenticia. La expresién de estos genes produce una reducciéon en la
grasa del lomo, la cual es una caracteristica deseable desde el punto de vista

productivo (Pursel y col 1989).

La glandula mamaria en el porcino puede ser usada para producir proteinas
recombinantes de uso farmacéutico. Se han logrado producir cerdas transgénicas
que expresan el gen para producir la proteina C humana en la leche que,
administrada como un anticoagulante en el humano que padece la ausencia

congénita de esta proteina, evita una coagulacion descontrolada y la muerte. En la
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leche porcina también se ha logrado producir el factor VIl de coagulacién para

tratar la hemofilia A (Niemann y Reichelt, 1993).

Otra area en la que los animales transgénicos, especialmente los cerdos,
tendr4d un gran impacto, sera en el desarrollo de modelos de enfermedades
genéticas humanas. Hasta ahora los ratones han sido el principal modelo, aunque
no el mas adecuado para estudiar enfermedades como la arteriosclerosis, anemia
falciforme, enfermedad de Alzheimer, enfermedades autoinmunes, linfaticas,
dermatitis y cancer de préstata. Muchos de estos modelos tendran que ser
llevados a cabo en animales domésticos para poder ser Utiles para el humano. El
cerdo puede ser un modelo apropiado para solucionar una afeccion humana
conocida como retinitis pigmentosa, debido a la similitud y al tamafio del ojo entre
el hombre y el porcino (MacKenzie y col 2003; Wall, 1996; Wall, 1997).

Los avances en las tecnologias transgénicas permitiran que en unos afos,
se puedan producir cerdos modificados genéticamente que sirvan como
donadores de érganos para ser trasplantados a los humanos (Edwards y col
2003). Estos o6rganos podrian ser de uso temporal, hasta que se obtenga un
organo humano apropiado, sin embargo, la tendencia futura de esta tecnologia es
el desarrollo de animales que produzcan 6rganos transgénicos que puedan
emplearse en transplantes permanentes (Mollnes y Fiane, 2003; Niemann vy
Reichelt, 1993; Niemann y Kues, 2003; Niemann y col 2003; Wall, 1996). El cerdo
ofrece ventajas para llevar a cabo estos estudios, ya que tiene grandes
semejanzas anatomicas, fisiolégicas y bioquimicas con el ser humano, ademas,
produce un mayor numero de crias que otros animales domeésticos y son una

especie en la que es facil la crianza y manutencion.

Los animales modificados genéticamente pueden ser una propuesta
interesante para incrementar la resistencia a ciertas enfermedades. Se pueden
transferir genes de resistencia que produzcan ARN contra virus, que codifiquen
para anticuerpos monoclonales especificos, que expresen linfocinas o receptores
de linfocitos T (Houdebine y col 2002). La produccion de cerdos transgénicos

resistentes a ciertas enfermedades especificas requiere mas estudios a fin de
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vencer los obstaculos que se han presentado, sin embargo, no deja de ser
importante considerar los enormes beneficios que se obtendrian al lograr éxito con
estas investigaciones. Ya se han realizado intentos para incrementar la resistencia
del cerdo hacia la influenza A por microinyeccion de genes de ratén. También
existen trabajos que intentan desarrollar cerdos transgénicos resistentes a la

cisticercosis (Fragoso y col 1998).

Para la produccion de cerdos transgénicos es de gran relevancia mejorar la
eficiencia de la FIV, incrementando los porcentajes de ovocitos madurados y
fertilizados, y disminuyendo la polispermia, para producir embriones en cantidades

suficientes que después sean utilizados en las técnicas de transgénesis.
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2. ANTECEDENTES

La FIV en cerdos es de gran importancia, sin embargo existen pocos
reportes de lechones nacidos vivos a partir de ovocitos madurados y fertilizados in
vitro por lo que aun se realizan investigaciones para elucidar cuales son las
técnicas mas adecuadas para incrementar el éxito que se ha tenido hasta la fecha
(Funahashi y col 1996; Kikuchi y col 1999; Mattioli y col 1989; Yoshida y col 1993).

La FIV es mas eficiente cuando los ovocitos se maduran in vivo. En el
humano existe la infraestructura y la tecnologia para llevarse a cabo. En el caso
de algunas especies domésticas como el bovino se pueden obtener ovocitos
maduros directamente de los ovarios y en forma no quirargica por medio de
aspiracion guiada por ultrasonido. Sin embargo en otras especies como el porcino
esto no es posible. El cerdo es utilizado generalmente para consumo alimenticio
por lo que la mayor parte de los animales son sacrificados antes de que alcancen
la madurez sexual. Por esta razon, en el caso del porcino para llevar a cabo la FIV
es comun la obtencién de ovocitos a partir de las hembras sacrificadas en el
rastro, lo que permite la obtencion de un nimero ilimitado de ovarios de los cuales
se pueden obtener numerosos ovocitos que pueden ser madurados en
condiciones de laboratorio. A pesar de esto hasta la fecha, la maduracion in vitro
(MIV) de los ovocitos aun no alcanza la eficiencia adecuada para que después de

ser fertilizados produzcan embriones viables.

2.1. RELACION ENTRE MADURACION IN VITRO,
FERTILIZACION IN VITRO Y FLUIDO FOLICULAR

Para incrementar la MIV de los ovocitos se han realizado diversas
modificaciones de los métodos de cultivo a fin de incrementar la eficiencia de
fertilizacion. Una de estas modificaciones consiste en realizar cocultivos con
células foliculares, incluyendo células de la teca y de la granulosa. También se
han modificado los medios de maduracion, fertilizaciéon y desarrollo embrionario
(Abeydeera y col 1998b; Ding y Foxcroft, 1994; Mattioli y col 1989).
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En la actualidad, los medios de cultivo presentan una situacion particular, ya
gue se estan eliminando los componentes bioldgicos, con objeto de crear medios
definidos que puedan producir resultados mas constantes y reproducibles para la
maduracion del ovocito, la fertilizacion y el desarrollo embrionario (lwasaki y col
1998). Para obtener medios de maduracion definidos se han eliminando el FF y el
suero fetal de bovino (FCS) como fuentes de proteinas, substituyéndolas por
polivinil alcohol (PVA) y suplementandolos con EGF, cisteina, glucosa y piruvato,
ademas de LH y FSH (Abeydeera y col 1998c; Abeydeera y col 1998d; Wang vy
Niwa, 1995; Wang y col 1997b).

Algunos de los suplementos naturales como el FF de especies como el
bovino y porcino en los medios de maduracién, aun se encuentran en estudio.
Existen trabajos en donde se muestra el efecto benéfico del FF en los medios de
maduracion ya que puede incrementar la maduraciéon nuclear, citoplasmica y el
desarrollo embrionario (Abeydeera y col 1998b; Dell’Aquila y col 1997; Funahashi
y Day, 1993a; Khatir y col 1997; Naito y col 1988; Romero-Arredondo y Seidel,
1994; Yoshida y col 1992b), y en los de fertilizacion donde puede mejorar la
capacidad fertilizante del espermatozoide por lo que puede ser de gran utilidad
para mejorar la eficiencia de la produccion de embriones in vitro (Eriksen y col
1997; Revelli y col 1999).

El FF provee el ambiente adecuado para que se lleve a cabo la maduracion
del ovocito lo que tiene implicacion en la fertilizacién y el desarrollo embrionario.
En la fertilizacién asistida en el humano se ha demostrado que puede incrementar
el desarrollo del embrion y aumentar la tasa de gestacion (Arici y col 1997). El FF
de varias especies mejora la maduracién. En el bovino el FF incrementé la M1V, la
FIV y el porcentaje de morulas y blastocistos (Carolan y col 1996; Romero-
Arredondo y Seidel, 1994; Sirard y col 1995).

Debido a que en el cerdo se presentan dificultades entre las que se
encuentran los bajos porcentajes en la formacion de PNm durante la fertilizaciéon
de los ovocitos madurados in vitro y altos indices de polispermia, se estan
haciendo esfuerzos para solucionarlas. El FFp puede inducir la maduracion de los
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ovocitos in vitro, aumentar el porcentaje de la formacion de los prondcleos
femenino y masculino, mejorar la capacidad del desarrollo embrionario y reducir la
polispermia (Funahashi y Day, 1993b; Naito y col 1988; Vatzias y Hagen, 1999;
Yoshida y col 1992b).

Al probar el FF equino en el medio de maduracion y su efecto enla FIV y en
la ICSI se encontr6 un aumento en la fertilizacion con esta ultima técnica en
comparacioén con la FIV, por lo que se sugiere que el FF equino puede contener
sustancias especificas involucradas con la maduracién citoplasmica no

relacionadas con las estructuras externas del ovocito (Dell” Aquila y col 1997).

El FFp y la cisteina promueven la maduracion citoplasmica del ovocito
(Funahashi y Day, 1993a). Naito y col (1990), encontraron que los ovocitos
porcinos madurados in vitro presentaban bajos indices en la formacién del PNm a
menos de que fueran madurados en presencia de FFp o de células de la
granulosa provenientes del foliculo ovéarico porcino, y que la presencia de
factor(es) secretado(s) por las células de la granulosa acumulados en el FFp
estimularon la formacién del PNm (Iritani y col 1978; Motlik y Fulka, 1974; Naito y
col 1990).

2.2. COMPONENTES DEL FLUIDO FOLICULAR Y SUS
EFECTOS EN LA MADURACION IN VITRO Y FERTILIZACION
IN VITRO

Naito (1990), examin6 el efecto del FF colectado de foliculos porcinos
medianos (2-5 mm) y grandes (>5 mm), y de bovino (10-20 mm) en ovocitos
porcinos madurados y fertilizados in vitro. Los resultados indicaron que el FF tuvo
un efecto positivo sobre la formacién del PNm, este efecto se incrementé al
aumentar la concentracion, sin diferencia entre las especies de las que provenia,
indicando que hay factores en el FF que no son especie-especificos y que el
bovino tenia al igual que el porcino, componentes similares capaces de

incrementar la maduracion nuclear y citoplasmica.
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El efecto fue mas efectivo al emplear el FF obtenido de los foliculos
medianos. Este efecto se mantuvo después de someter al FF a calentamiento a
56° C durante 30 min, sugiriendo que las sustancias efectivas son termoestables.
La ultrafiltracion del FF produjo componentes con peso molecular mayor de 12
kDa que incrementaron la formacion del PNm en comparacion con los de menos

de 25 kDa que no fueron efectivos (Naito y col 1990).

Yoshida y col (1992b), observaron que el FFp completo o sus fracciones
obtenidas por ultrafiltracion, filtracion en gel o cromatografia de intercambio iGnico
en el medio de maduracién, incrementaron la maduracion, la fertilizacion y el
desarrollo embrionario in vitro. Sin embargo, en este estudio, la eficacia del FF
para mantener la maduracion nuclear en los ovocitos porcinos se redujo después
del tratamiento con calor a 56°C durante 30 min, pero esta actividad no se alterd
cuando se elimind la parte lipidica. En este estudio se determind que el FFp
contiene sustancias acidas con un peso molecular de 10 a 200 kDa que
promueven la maduracion del ovocito. Posteriormente, Yoshida y col (1993),
reportaron que la adicion de la fraccion de este peso molecular en una proporcién
del 10% al medio de maduracién propicié después de la FIV la obtencion de

embriones que produjeron lechones vivos.

Daen y col (1994), analizaron las sustancias presentes en el FFp que
pueden tener un efecto positivo en la expansion de las CC y la formacion del PNm
cuando forman parte de los suplementos del medio de maduraciéon. Encontraron
una fraccion menor de 6.5 kDa obtenida por ultracentrifugacion, termoestable
después del calentamiento a 100°C por 15 min y de caracter no proteinico que
promovio la expansion de las CC.

Se ha sugerido que los glicosaminoglicanos, principales componentes del
FF entre los que estan el condroitin sulfato y el heparan sulfato producidos por las
células de la granulosa en respuesta a FSH, son los que junto con la inhibina
producida por las células foliculares de la granulosa pueden ser candidatos para
ser los factores que tienen un efecto en el FF (Naito y col 1990).
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Existen trabajos en los que se ha reportado que el FF puede tener un efecto
inhibitorio en la reanudacién de la meiosis. El FF bovino colectado a las 0 y 4
horas después del pico de la LH presentd una actividad inhibitoria in vitro en la
maduracion nuclear, que ya no estuvo presente 8 horas después del aumento de
la LH. Sin embargo, el FF colectado 20 horas después del pico estimulé la
reanudacion de la meiosis y produjo un aumento en el porcentaje de ovocitos que

alcanzaron la MIl (Romero-Arredondo y Seidel, 1994).

2.3. EFECTOS DEL FFp Y LAS GONADOTROPINAS

Se ha examinado el efecto del FFp suplementado con gonadotropinas en la
maduracion y en la formacién del PNm, reportdndose un aumento en la proporcion
de ovocitos que alcanzaron la Mll al ser madurados en FF suplementado con FSH
(89%) y hGC (85%), en comparacion con aguellos ovocitos también provenientes
de foliculos de tamafio mediano pero cultivados sin gonadotropinas que tuvieron
una menor proporcidn de maduracion nuclear (36%). Ademas, después de la
fertilizacion, la proporcion de ovocitos con PNm se incrementd al 81% cuando la

maduracion se llevo a cabo con FFy FSH (Naito y col 1988).

El FF contiene muchos factores adn no caracterizados que pueden actuar
de manera sinérgica con el EGF. En el ratdn la expansion de las CC requiere del
inhibidor de inter-a- tripsina que esta presente en el suero y en el FF y estabiliza la
matriz extracelular de las CC a través de su union directa con el acido hialurénico
(Abeydeera y col 2000). Cuando se maduraron ovocitos de cerdo en medio NCSU
con 10% de FFp y EGF hubo una adecuada expansion de CC y el indice de
divisibn embrionaria aumenté en comparacion con los medios que no estaban
suplementados con estos dos componentes. El suplementar a los medios de
maduracion con gonadotropinas y suero o FF con EGF incrementé la maduracion
citoplasmica, que se puede evidenciar por la formacion del PNm en ovocitos
porcinos, y la capacidad de desarrollo hasta el estado de blastocisto (Abeydeera y
col 2000).
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2.4. EFECTO DE LAS DIMENSIONES FOLICULARES

La maduracién citoplasmica y nuclear, la fertilizacion y el desarrollo
embrionario estan influenciadas no solo por el FF, sino también por el tamafio del
foliculo del cual proviene. Se ha observado que los ovocitos maduros provienen de
foliculos preovulatorios, en tanto que los ovocitos inmaduros provienen de foliculos

gue tienen un tamafo pequefio.

Cuando se suplementd el medio de maduracién con 50% de FFp de
foliculos de tamafio pequefio (1-2 mm) y mediano (3-5 mm) se inhibi6é la
reanudacion de la meiosis de los ovocitos porcinos. La luteinizacién in vitro de las
células de la granulosa también se vio afectada por el origen del FFp. Cuando
provino de foliculos de 1-2 mm tuvo un efecto inhibitorio, los foliculos de 3-5 mm
presentaron un efecto menor sobre este proceso y el FFp de los de tamafo
superior (6-12 mm) permitio su luteinizacion (Tsafriri y Chaning, 1975). Este efecto
fue dependiente de la concentracion del FFp y fue evaluado en la morfologia
celular y en la disminucién tanto del AMPc como en la secrecion de progesterona
por parte de las células foliculares. Estos cambios sugirieron que el FFp de
foliculos pequefios puede contener factores inhibidores de la luteinizacién y que
estos componentes tienden a desaparecer gradualmente a medida que ocurre la
maduracion del foliculo. También se propuso la existencia de sustancias
estimuladoras de la luteinizacion en los foliculos de mayor tamafio (Ledwitz-Rigby
y col 1977). Por otro lado, hay trabajos en los que se demostré que el FFp de
foliculos de 2-5 mm en el medio de maduracion increment6 la expansion de las
CC, la maduracion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario (Yoshida y col 1990;
Yoshida y col 1992b).

Las células foliculares tienen una funcion importante en la programacién de
la maduracion del ovocito y su efecto es dependiente del tamafio del foliculo. Al
realizar cocultivos de COC porcinos con células de foliculos de mayor tamafio, se
incrementd la maduracién citopldsmica y los foliculos de menor tamafio fueron

menos efectivos, debido a esto, se cree que la heterogeneidad en los foliculos en
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la FIV puede afectar el desarrollo embrionario temprano (Ding y Foxcroft, 1994).
También la concentracion de esteroides en el FFp puede variar en funcion del
tamafio del foliculo. En cerdas ciclicas y prepuberes estimuladas con eCG, el FFp
de foliculos grandes mostré una relacion similar de progesterona y estradiol, en
tanto que el proveniente de foliculos pequefios tuvo mayor concentracion de

testosterona que progesterona y estradiol (Ding y Foxcroft, 1994).

2.5. POLISPERMIA

Ademas de la baja incidencia en la formacion del PNm, otro problema
durante la FIV en varias especies es la polispermia, que impide el desarrollo

embrionario.

Durante la fertilizacion, la penetracién del espermatozoide en el ovocito
induce la exocitosis de los GC (reaccion cortical), evitando la polispermia,
asegurando la fertilizacion monospérmica a nivel de la ZP y de la membrana
plasmatica en los mamiferos (Ducibella, 1996). So6lo aquellos ovocitos que
llegaron a la MIl tienen la capacidad de llevar a cabo la reaccién cortical, sin
embargo, la polispermia se presenta con frecuencia en la fertilizacion de los
ovocitos de mamiferos, tanto in vivo como in vitro (Han y col 1999b). In vitro, en el
humano se ha reportado 10% de polispermia y en el bovino de 8 a 33% (Gordon,
1994; Han y col 1999a).

En el cerdo, durante la fertilizaciébn in vivo, el 95% de los ovocitos
fertilizados son monospérmicos (Han y col 1999b). Sin embargo, en la FIV se
presenta una alta incidencia de polispermia (40-65%). Se ha observado que en los
cigotos que presentan polispermia, se puede presentar un patrén anormal en las
primeras divisiones embrionarias y tienen un retraso en la formacion de los
pronucleos previos a la singamia, en comparacion con los ovocitos fertilizados que
son diploides. Los ovocitos fertilizados con tres 0 mas pronucleos pueden llegar al
estado de blastocisto. Sin embargo, presentan una masa celular interna con

menor numero de células que los blastocistos diploides. La mayoria de los
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blastocistos derivados de ovocitos polispérmicos presentan poliploidias,

desarrollandose algunos fetos poliploides con mosaicismo (Han y col 1999b).

Es posible que, en porcinos, los procesos de exocitosis y dispersion de los
GC sean mas lentos que en otras especies como el bovino, por lo que se ha
sugerido que la polispermia puede ser el resultado de la falla en la exocitosis de
los GC en ovocitos inmaduros, o un retardo de ésta en los ovocitos maduros
(Wang y col 1997c). Hasta ahora no se sabe si la polispermia durante la FIV es
debida a las condiciones inadecuadas de la maduracién o a las condiciones de la
fertilizacion de los ovocitos (Niwa, 1993; Wang y col 1998).

En porcinos existen diversos estudios donde se ha tratado de disminuir la
polispermia, algunos autores indican que las condiciones de MIV y FIV son
importantes Funahashi y Day. (1993b) Naito y col (1990), utilizaron suplementos
como BSA y FFp en los medios de incubacion de los espermatozoides y
encontraron una disminucién en la polispermia, sin afectar la penetraciéon
espermatica. La presencia del FFp en el medio de prefertilizacion redujo el nUmero
de espermatozoides unidos a la ZP, disminuyendo el indice de polispermia.

Funahashi y Day, (1993b) observaron que el FFp colectado de foliculos
inmaduros o maduros, incrementd la fertilizacion monospérmica en ovocitos
porcinos fertilizados in vitro. Estos mismos autores probaron PVA, FCS, suero de
cerdo recién nacido, FFp y fluido seminal porcino como suplementos en el medio
de maduracién y encontraron que el FFp completo de foliculos de 3-6 mm de
didmetro fue tan efectivo como el PVA para promover la formacion del PNm 18
horas después de la inseminacién, en comparaciéon con los demas suplementos
(Funahashi y Day, 1993a).

Funahashi y col (1994b), observaron que la incubacion de los
espermatozoides con FFp al 1% previa a la FIV disminuyd la polispermia e

incrementd la capacidad de los ovocitos para llegar a moérula.
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En un trabajo para probar el efecto del FF bovino proveniente de foliculos
pequefios en la FIV y en el desarrollo embrionario, se encontrd que el FF al 20%
en el medio de FIV redujo la penetracion espermatica, impidiendo la polispermia
pero no mejord el desarrollo embrionario, disminuyendo la proporcién de
desarrollo de los blastocistos que eclosionaron. Esto pudo deberse a que el FF
provino de foliculos pequefios (Choi y col 1998). Se ha logrado aumentar la
proporcién de ovocitos monospérmicos y la formacién de dos pronucleos normales
al suplementar los medios de maduracion con el EGF solo, o en combinacién con
IGF-I (lllera y col 1998).

Al suplementar los medios de MIV y FIV con FFp fresco o congelado y/o
con medio condicionado, en compafiia de células de oviducto de cerdas proximas
a la ovulacién, se obtuvo una fertilizacibn normal y una disminucion de la
polispermia en un 34%, al inseminar ovocitos obtenidos de foliculos tanto

pequefios como medianos (Vatzias y Hagen, 1999).

Se han variado las concentraciones de espermatozoides para la
inseminacién de los ovocitos; al inseminar con cien mil células/ml se obtuvo un
40% de penetracion espermatica y 16% de polispermia. Sin embargo, el indice de
polispermia aument6é en relacion directa al tiempo de coincubacion, habiendo
diferencias entre las 3 y las 9 horas. Se han adicionado al medio de FIV diferentes
concentraciones de bicarbonato de sodio y con la concentracion de 46 mM se
obtuvo una penetracién del 84% y una disminucién en la polispermia del 39%
(Abeydeera y Day, 1997; Abeydeera y col 1997).

Las células del oviducto juegan un papel muy importante en la fertilizacion
in vivo, se cree que seleccionan a poblaciones de espermatozoides con alta
capacidad fertilizante. Al cocultivar estas células con espermatozoides durante la
FIV, fue posible reducir el nUmero de espermatozoides que entraron en contacto
con el ovocito, reduciendo asi el indice de polispermia (Dubuc y Sirard, 1995).

Al utilizar FFp congelado—descongelado, proveniente de foliculos medianos
(5.1-7 mm) en los medios de MIV y FIV, se ha observado un incremento en la
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maduracion nuclear y citoplasmica en el ovocito aumentando la penetracion,
induciendo la descondensacion del espermatozoide y la formacién del PNm,
disminuyendo la incidencia de polispermia y favoreciendo el desarrollo embrionario
(Vatzias y Hagen, 1999).

Aunque se ha logrado reducir parcialmente la polispermia, los resultados no
son reproducibles y se requiere implementar estrategias mas adecuadas que
permitan reducirla y de ser posible eliminarla. EIl FFp es un componente muy
importante en los medios de maduracion ya que existen reportes en donde
incrementa la maduraciéon nuclear y citopasmica y reduce la polispermia. El
empleo del FFp permitiria aumentar la produccion de embriones viables que

puedan ser transferidos y de esta forma incrementar el nUmero de nacimientos.

31



3. JUSTIFICACION

El modelo porcino ha cobrado gran importancia para realizar estudios
biomédicos debido a que presenta similitudes con el humano desde los puntos de
vista anatomico, fisiolégico y bioquimico, por lo que constituye un modelo
conveniente para estudiar procesos que pueden ser extrapolados al humano.
Ademas, existe un gran interés en la produccion de cerdos transgénicos ya que
pueden constituir una fuente importante para la obtencibn de productos
biofarmacéuticos. El interés de crear cerdos modificados genéticamente ha
aumentado por la posibilidad de que en el futuro, puedan ser utilizados como

donadores de 6rganos para realizar xenotransplantes.

Para llevar a cabo estudios de transgénesis ya sea microinyeccion al
pronucleo, clonacion, transferencia genética retroviral, transgéneis por medio de
espermatozoides o transgénesis por medio de células tallo embrionarias, se
requiere la produccion de una gran cantidad de ovocitos maduros, de cigotos y de
embriones en estado temprano de desarrollo donde puedan aplicarse estas
metodologias. Para lograrlo, es fundamental contar con medios de maduracion
que permitan a los ovocitos alcanzar una maduracion nuclear y citoplasmica
completa para contar con ovocitos competentes que puedan ser fertilizados,
enucleados y/o microinyectados. De esta forma se podrian producir embriones de
calidad para emplearlos en investigacibn o en programas de transferencia
embrionaria. Estos embriones transgénicos nacerdn y se desarrollaran para
producir los productos especificos dependiendo la finalidad para la que hayan sido
concebidos.

En el foliculo ovarico el FF constituye un microambiente en el que se nutre
el ovocito, reanuda la divisibn meidtica y se lleva a cabo la maduracion nuclear y
citoplasmica. El FF contiene factores fisiol6gicos y bioquimicos que desempefian
un papel importante en la maduracién nuclear, en la maduracion citoplasmica,

formacion del pronucleo y en el desarrollo embrionario.
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Uno de los problemas mas graves en la FIV es la polispermia, que provoca
poliploidias, anormalidades en la division del embrion que conduce a muerte
embrionaria, se sabe que el FFp también puede tener un efecto en la reduccion de

la polispermia.

Los factores contenidos en el FFp pueden actuar sinérgicamente con el
EGF y las gonadotropinas para estimular la expansién de las células del cimulo y
contribuir a la maduracién. Sin embargo, se ha reportado que el FFp tiene factores
gue pueden ejercer efecto inhibitorio en la reanudacion de la meiosis. El tamafio
del foliculo del que proceden los ovocitos y el FFp pueden influir para que los
ovocitos permanezcan en etapa de VG o que alcancen la maduracion nuclear y

citoplasmica para el desarrollo del PNm después de la fertilizacion.

Por lo anterior, al estudiar el efecto que tengan sobre la maduracion, la
fertilizacion y la polispermia el fluido folicular o sus fracciones, adicionadas en el
medio de maduracién, permitira que se puedan disefiar medios definidos eficientes

gue incrementen la eficacia de la FIV y de las técnicas asociadas a ésta.
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4. HIPOTESIS

El FFp contiene componentes de diferente naturaleza quimica que regulan
la maduracion de los ovocitos dependiendo del tamafio del foliculo.

Las hipotesis de trabajo son las siguientes:

El FFp proveniente de foliculos de tamafio pequefio inhibira la MIV y FIV y
el proveniente de foliculos grandes tendra un efecto positivo sobre estos procesos

y reducira la polispermia.

El FFp tiene proteinas que al separarse de acuerdo a su punto isoeléctrico
al pasar por una columna de intercambio ib6nico, producira fracciones que
afectaran la MIV, FIV y polispermia. Algunas fracciones proteinicas en el medio de
maduracion promoveran la maduracién nuclear y citopladsmica y otras tendran un

efecto inhibitorio. Algunas de ellas disminuiran la polispermia.
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5.1.

5.2.

5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del FFp empleado como suplemento en el
medio de maduracion sobre la MIV, FIV y polispermia de ovocitos

porcinos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener FFp proveniente de foliculos mayores y menores de 5 mm

de diametro y comparar su efecto en la MIV, FIV y polispermia.

Fraccionar el FFp por medio de cromatografia de intercambio i6nico

por columna de aminas cuaternarias.

Determinar por medio de la técnica de Lowry la concentracion de

proteinas de las fracciones obtenidas.

Determinar el efecto que pueden tener las fracciones del FFp en el

medio de maduracion sobre la MIV, FIV y polispermia.

Analizar por electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
SDS las fracciones proteinicas. Hipotetizar, tomando en cuenta el
patron de bandas, si alguna de estas ultimas pudiera tener efecto en

los procesos de MIV, FIV y polispermia.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. COLECCION DEL FFp

El fluido folicular porcino (FFp) se obtuvo de ovarios de cerdas
prepuberes sacrificadas en el rastro (Los Arcos, Edo. de México). Los ovarios
fueron transportados en un tiempo no mayor de 2 horas en una solucion salina de
NaCl al 0.9% con 75 ng/ml de penicilina G y 50 ng/ml de estreptomicina a 25-
30°C. En el laboratorio se enjuagaron por o menos tres veces en solucién salina.

Se seleccionaron los foliculos ovéricos y se clasificaron en dos categorias:
Pequefios: menores de 5 mm (FFpl)
Grandes: mayores de 5 mm (5.1-8 mm) (FFp2)

El FFp de cada categoria de foliculo se colecté mediante la puncién con
una aguja hipodérmica de 18 x 38 mm unida a una jeringa de 10 ml (Becton
Dickinson, México). El FFp se depositdé en un tubo de centrifuga de 50 ml (Nunc,
Dinamarca) y se dejo reposar sobre hielo de 15 a 30 minutos para sedimentar el
paguete celular. Se tomé el FFp con una jeringa, se depositd en un tubo de
centrifuga de poliestireno de 110 x 16 mm (Nunc, Dinamarca) y se centrifugd a
1500 x g durante 30 min a 4 °C (Beckman, Irving CA, EUA) para eliminar los
restos celulares. Posteriormente, se filtr6 a través de membranas de 1.2, 0.8 y
0.45 mm tipo HA (Millipore, Bedford MA, EUA) y finalmente se paso a través de
una unidad de filtracién de 0.22 mm Millex GV (Millipore, Bedford MA, EUA) para
esterilizarlo. EI FFp se almacend en nitrogeno liquido hasta su utilizacién en la

maduracién de los ovocitos.
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6.2. MADURACION Y FERTILIZACION IN VITRO

Las técnicas de MIV y FIV de ovocitos porcinos y la preparacion de los
medios de cultivo se realizaron de acuerdo con los trabajos realizados por
Abeydeera y col (1998d).

A menos de que se especifique lo contrario, todos los reactivos fueron de
la marca Sigma (Sigma Chemical Company, St Louis, MO EUA). Los reactivos y
las soluciones se esterilizaron mediante filtracion con membranas de 0.22 mm
Millex-GV.

Todas las técnicas se realizaron bajo condiciones de esterilidad en una
campana de flujo laminar (Veco, México) y todos los procedimientos de incubacion
se llevaron a cabo a 39°C con 5% de CO,, 95% de aire y humedad a saturacién
(Bellco Biotechnology, Veneland, NJ EUA.). Todos los procedimientos de MIV y
FIV se realizaron en recipientes cubiertos con aceite mineral (Fisher Scientific, PA
EUA).

Los medios empleados, después de su preparacién se conservaron a 4°C
y se usaron en no mas de 21 dias. A menos de que se especifiquen otras
condiciones, los medios se suplementaron 24 horas antes del cultivo y se

preincubaron en las condiciones antes mencionadas.

6.2.1. Maduracion de ovocitos in vitro

Coleccion de los Complejos Ovocitos-Células del Cumulo

La coleccién de los ovarios para la obtencion de los ovocitos se realizo
como se indica en la seccion 6.1. Los foliculos se puncionaron seleccionado los de
diametro de 3 a 6 mm para la obtencion del FFp, en el que se encuentran los
COC, éste se coloco en un tubo de 50 ml y se dejé sedimentar durante 15 a 20

minutos.
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El sobrenadante se deseché y el paquete celular se lavé dos veces con
medio modificado de Tyrode suplementado con lactato de sodio, HEPES y PVA
(Anexo) con un pH de 7.3 a 7.4. Se deposité en una caja de Petri de 90 mm de
didmetro (S y M Laboratorios, México) con 20 ml del mismo medio.

Bajo un microscopio estereoscépico (Olympus SzZ60, Olympus Optical,
Japon) se aspiraron los COC con una pipeta Pasteur estéril de 9 pulgadas,
adelgazada por calor en forma manual con la que se hizo una micropipeta de tal
manera que pudieran pasar a través de ella los COC sin dafiarse. Se eligieron
aquellos ovocitos que presentaron el citoplasma uniforme y estuvieran rodeados

por una masa completa y uniforme de células del cimulo.

La maduracion de los COC se llevé a cabo en medio para maduracion de
ovocitos libre de proteinas, preparado con medio TCM 199 con sales de Earle y
bicarbonato de sodio (In vitro, México) suplementado con PVA al 0.1%, D-glucosa
3.05 mM, piruvato de sodio 0.91 mM, cisteina 0.57 mM y EGF 10 ng/ml (Wang y
Niwa, 1995). (Anexo)

Los ovocitos seleccionados se lavaron 3 veces en una caja de Petri estéril
de 35 mm de didmetro (Nunc, Dinamarca), que contenia una gota de 500 m de
medio de maduracién. En una caja estéril de 4 pozos (Nunc, Dinamarca) se
depositaron de 40 a 50 COC por cada pozo en una gota de 500 m de medio de
maduracion. Inmediatamente antes de la incubacion se agregaron 13 nm de
Pergonal 75 Ul (Gonadotropinas postmenopausicas humanas, FSH y LH) (Serono,

México). Las cajas se incubaron durante 44 horas.
Denudacion de los ovocitos

Transcurrido el tiempo de maduracién, se agregaron a cada pozo 300 mi
de hialuronidasa al 0.1 % preparada en TCM-199 sin suplementos, para eliminar
las células del cimulo. Los ovocitos fueron denudados mecanicamente utilizando
una pipeta Pasteur adelgazada manualmente, con el diametro adecuado para no

dafar al ovocito. Posteriormente se lavaron para quitar el exceso de la enzima en
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2 gotas de 500 m de medio de maduracién TCM 199 sin suplementos, en cajas de

Petri de 35 mm de diametro.

Los ovocitos se pasaron sucesivamente a 3 gotas de 500 ml de medio
amortiguado con Tris modificado (TBMm) (Anexo). Este medio fue suplementado
con cafeina 2.5 mM y BSA fraccion V al 4%, 48 horas antes de la fertilizacion y se

preincubo en las condiciones descritas.

En una caja de 4 pozos, se depositd una gota de 50m de TBMm
suplementado. Se preincubd 24 horas antes de la fertilizacion, para depositar de
35 a 40 ovocitos por pozo media hora antes de la inseminacion.

Obtencion y preparaciéon del semen

El semen se colectd en una granja porcina comercial de machos adultos
con fertilidad comprobada. Se utiliz6 la técnica de la mano enguantada, separando
la fraccion gelatinosa y se transport6 al laboratorio en menos de 1 hora a 37°C. El
eyaculado fue diluido con extensor de Reading, en forma isotérmica a 30°C
(Revell y Glossop, 1989) y conservado a 16° C por 24 horas. Antes de realizar la
dilucién del semen se verificd la movilidad espermatica a 250X en un microscopio
invertido (Olympus M021, Olympus Optical, Japon). Se verificO que las muestras

utilizadas para la FIV presentaran como minimo el 80% de movilidad.

Cinco ml de semen se diluyeron en 5 ml de solucion amortiguadora de
fosfatos de Dulbbecco (DPBS) (Gibco BRL, NY EUA), suplementada con 1g de Ca
Cly /I, BSA fraccion V al 0.1%, a un pH de 7.2 a 7.4, a 39 °C (Anexo) y se
centrifugaron a 61 g durante 5 min en una centrifuga clinica (Jouan, Francia).
Cinco ml del sobrenadante, se mezclaron con 5 ml de DPBS y se centrifugaron a
1900 g por 5 min. Se desecho el sobrenadante, el paquete celular se resuspendio
con 10 ml de DPBS y se centrifugé a la misma velocidad dos veces mas.
Finalmente, el paquete celular se diluyé en 100 m de TBMm. Después de cada
lavado se verifico la movilidad espermética para asegurarse de que se mantuviera

al menos en un 70%.
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La concentracion espermatica se determind realizando una dilucion
1:1000 con agua. El conteo de los espermatozoides se llevé a cabo observando al
microscopio de contraste de fases (Carl Zeiss, Alemania) a 250X utilizando una
Céamara de Neubauer (Blau Brand, Alemania).

6.2.2. Fertilizacion in vitro

Después del conteo espermatico, se tomd la cantidad necesaria del
paquete celular contenida en los 100 M de TBMm y se diluyé nuevamente en ese
medio para que la gota de FIV tuviera una concentraciéon final de 5x10°
espermatozoides/ml. Para tener esa concentracion, se agregaron 50 nmi de la
suspension de espermatozoides a las gotas de 50 m del medio de fertilizacién en
la caja de 4 pozos, con 35 a 40 ovocitos (Abeydeera y col 1998c; Abeydeera y col
1998d). La coincubacidn se llevé a cabo durante 7 horas.

Lavado de los ovocitos y transferencia al medio de desarrollo

embrionario

Transcurrido el tiempo de coincubacién, se procedié a eliminar el exceso
de espermatozoides. Para esto, los ovocitos se transfirieron a cajas de Petri de 35
mm de diametro y se lavaron 3 veces en gotas de 50 ni de medio de desarrollo
embrionario NCSU-23 (North Carolina State University) (Anexo) (Petters y Wells,
1993) suplementado con 0.4% de BSA libre de acidos grasos. Posteriormente se
transfirieron a gotas de 500 ml del mismo medio cubiertas con aceite mineral en
cajas de 4 pozos y se incubaron 14 horas.

Fijacion, tincion y evaluacion de los ovocitos

Catorce horas después de haber sido transferidos al medio de desarrollo
de embriones, los ovocitos se lavaron 3 veces en gotas de 100 nl con medio TL-
Hepes-PVA modificado. Con una pipeta Pasteur adelgazada manualmente y bajo
el microscopio estereoscépico. Se tomaron de 15 a 20 ovocitos y se depositaron
en un portaobjetos (Fisher Scientific, PA EUA). Con un cubreobjetos de 22x22-2
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(Fisher Scientific, PA EUA) se presionaron los ovocitos sobre el portaobjetos hasta
inmovilizarlos. Posteriormente, cada preparacion se fijé en una solucién de etanol:

acido aceético (J.T Baker, México) (3:1 v/v) durante 72 horas.

Transcurrido ese tiempo, los ovocitos fueron tefiidos con una solucién de
orceina al 0.1% preparada en acido acético glacial al 45 % y para aclarar el fondo
de la preparaciéon se agregd una solucion de glicerina: acido acético: agua (1:1:3)
(J.T. Baker, México) (Abeydeera y col 1998d).

La evaluacién de la maduracion vy fertilizaciéon de los ovocitos se llevd a
cabo utilizando un microscopio de contraste de fases a 400 aumentos (Olympus
CX 31, Olympus Optical, Japdn). Los ovocitos se clasificaron de acuerdo a los
siguientes criterios (Abeydeera y col 1998d; Hunter y Polge, 1966; Vatzias y
Hagen, 1999):

Inmaduros: los ovocitos que mostraron vesicula germinal (VG).

En vias de maduracion: los que presentaron cromosomas en

Metafase | (MI).

Maduros: los ovocitos que presentaron cromosomas en Metafase

[ (MI) y el primer cuerpo polar estuvieran o no fertilizados

Monospérmicos: los ovocitos fertilizados que presentaron los

pronucleos masculino y femenino.

Polispérmicos: los ovocitos fertilizados que presentaron mas de

dos pronucleos.

Los resultados se analizaron utilizando las siguientes relaciones:

Calidad de ovocitos Relaciéon

Inmaduros Ovocitos con VG/Total de ovocitos.
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En vias de maduracién Ovocitos en MI/Total de ovocitos.

Madurados Suma de ovocitos en Ml +
Fertilizados/ Total de ovocitos.

Fertilizados Ovocitos con 2 o mas pronucleos /
Total de ovocitos.

Eficiencia de la fertilizacion Ovocitos fertilizados/Total de ovocitos
madurados

Polispermia Ovocitos polispérmicos/ovocitos
fertilizados

6.3. ANALISIS BIOQUIMICO DEL FLUIDO FOLICULAR

6.3.1. Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar la concentracién de proteinas del FF y las regiones se llevo

a cabo la técnica de Lowry (Lowry, 1951).

Se elaboré una curva patrén con BSA (10 mg/ml). En el caso del FF se
hicieron diluciones 1:500 y para las 5 regiones del FF se realizaron diluciones de
1:100, se llevo a un volumen total de 200 ni, se agregaron 20 m de dioxicolato de
sodio al 15%, se agité y se dejo reposar 10 minutos a temperatura ambiente y se
afiadieron 20 m de &cido tricloracético al 72% p/v. Las muestras se centrifugaron a
3000 g durante 15 minutos y el paquete se disolvié en 200 Ml de agua. Se preparé
una solucion stock de cobre/tartrato/carbonato (CTC) (CuS0O4.5H,0 al 0.2% plv,
tartrato de potasio al 0.2% p/v y carbonato de sodio al 20%). Se agregaron 200 ni
de la solucién de trabajo CTC (preparada con voliumenes iguales de la solucién
stock de CTC, 0.8 M de Na OH, y de SDS al 10% p/v). Se agitdé y se dejod

sedimentar 10 minutos. Se afiadieron 100 m de reactivo de Folin al 20 %. Las
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muestras se leyeron en el espectofotometro (Thermo Spectronic Biomaster,
Rochester, NY EUA) a una longitud de onda de 750 nm (Stoscheck, 1990).

6.3.2. Cromatrografia de intercambio anidnico de proteinas

El fraccionamiento del FFpl se realiz6 por medio de cromatografia liquida
rapida de proteinas (Gonzalez, 1997) en un crométografo de liquidos (Biologic
System, Bio-Rad, Hercules, CA EUA) utlizando una columna de aminas
cuaternarias BioScale Q 5 (BioRad). Las condiciones de separacién se manejaron

a través del programa Biologic v.130 (Bio-Rad).
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Cuadro 2. Protocolo del fraccionamiento de la cromatografia de intercambio aniénico.

Pasos del protocolo mi

%B =0 5.0

Inyeccion de 10mg/ml de muestra 5-6
% B=0 6-11
Gradiente lineal %B de 0 a 35 11-46

(35 minutos)

%B =35 46-51
%B = 100 51-56
%B =0 56-62

El equipo se lavé con una solucion de TRIS50 mM a pH 7.5 (solucién A), con un flujo de 1 ml /min durante
10 minutos. Posteriormente, se pasd una solucion de TRIS50 mM con NaCl 1 M a pH 7.5 (solucién B) con €
mismo flujo durante 10 minutos. Se paso la solucion A durante 20 minutos para equilibrar la columna y se
procedid a hacer la inyeccion del FFpl. Se inyectaron 10mg/ml de cada una de las muestras de acuerdo al

protocolo indicado.

Se colectaron fracciones de 0.5 ml que se agruparon para su analisis, en
cinco superfracciones a las que se les denomind “Regiones” como lo indica el
Cuadro 5. Las regiones se dializaron por separado en membranas Spectrapore
(Spectrum, Medical Ind. Houston, TX EUA) con sello de 12-14 kDa contra 1 | de
agua desionizada con 5 cambios de agua durante 24 h en refrigeracion y
finalmente se liofilizaron (Labconco Mod 75250, Kansas City, MO EUA).

Cada una de las regiones se llevé a un volumen igual al original del FFp del
gue fue procesado con medio TCM-199 y se filtraron a través de una unidad de

filtracion de 0.22 mm para esterilizarlas. Se hicieron alicuotas de 2 ml y se
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guardaron en un ultracongelador (ScienTemp, Adrian, Ml EUA) a una temperatura

de -80°C hasta su uso.

6.3.3.  Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS (PAGE-SDS)

Las regiones se analizaron mediante una electroforesis unidimensional en
gel de poliacrilamida en presencia de SDS en medio reductor (PAGE-SDS)
(Laemmli, 1970).

Las proteinas de las regiones se precipitaron con 4 volimenes de acetona
helada, se incubaron en hielo durante 30 minutos y se centrifugaron a 14000 x g
durante 10 minutos en una microcentrifuga (5415C, Eppendorf, Alemania). El
sobrenadante se desechd y el paquete se dejo secar. Se agregaron 22 m de
solucion amortiguadora de muestra (Tris 0.5 M a pH 6.8, SDS 10%, Glicerol, Azul
de Bromofenol 0.5% y b- mercaptoetanol 5%). Las muestras se calentaron a

100°C por 3 minutos.

Para la electroforesis se prepar6é un gel de separacion de 10% y un gel de
compactacion al 4% con Acrilamida/Bis 30% Solucion, 37.5:1 (2.6%C).

Se colocaron 20 ng de proteina en cada carril. La separacion se realiz6 en
una cdmara de electroforesis (Mini-PROTEAN Il Cell Bio-Rad) a 200 volts durante
45 minutos. La solucién amortiguadora de electrodo se prepar6 con Tris 0.025 M
glicina 0.192 M, y SDS al 0.1% (p/v) a pH de 8.3 (Garfin, 1990).

Tincién con azul de Coomassie

El gel de poliacrilamida se fij6 con una solucion de metanol-acido acético-
agua (50:10:40) durante una hora en agitacién suave. Posteriormente, el gel se
introdujo en una solucién de azul de Coomassie R-250 (J.T. Baker México) al
0.1% preparada en metanol—acido acético (40:10) y se mantuvo durante una hora
en agitacion suave. El gel se decolor6 en una solucion metanol-acido acético-agua
(30:7.5:62.5) (Garfin, 1990).
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Andlisis del gel por medio de densitometria

El gel se digitaliz6 con un scanner y el andlisis se realizé por medio de
densitometria con el software Labworks 4.0 de upv (Imaging Systems.Inc EUA). La
M, (masa relativa) de las bandas se determin6 comparandolas con la M, de un

estandar de bajo peso molecular (Bio-Rad).

6.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

En condiciones ideales de MIV los porcentajes de ovocitos en VG y en Mi
descienden al minimo, y el nUmero de ovocitos en MIl alcanza el maximo, esto

significa que los ovocitos tienen una maduracion nuclear ideal (MII>MIZVG).

Si las condiciones de maduracion nuclear y citoplasmica son ideales, en la
FIV la mayor parte de ovocitos que estan en MIl deben estar penetrados y
presentar un pronucleo masculino y uno femenino (F>MIl) lo que indica que las
condiciones de fertilizacibn son adecuadas. Ademas, se espera que no haya
polispermia o que se presente en porcentajes muy bajos.

Se considero la diferencia como significativa cuando p < 0.05.

Todos los resultados se analizaron por la prueba de X? (Castilla y Cravioto,
1991).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

a7



7.1. Efecto del FFp de foliculos de diferente tamafio en la

maduracion, fertilizacion y polispermia
7.1.1. RESULTADOS

OBTENCION DEL FFp

Se puncionaron 130 ovarios obteniéndose un volumen de aproximadamente
50 ml de FFpl y 50 ml de FFp2. Tuvieron una concentracion de proteina de 63 y

62 mg/ml respectivamente.

MADURACION DE OVOCITOS EN PRESENCIA DE FFp DE
FOLICULOSMAYORESY MENORESDE 5mm

Para probar el efecto del FFp proveniente de los dos tamafios foliculares se

formaron cuatro grupos:
a) Testigo negativo. Sin suplementos hormonales: LH, FSH, EGF (SSH).
b) Testigo positivo. Con suplementos hormonales: LH, FSH, EGF (CSH).
c) Con LH, FSH, EGF + 10% FFpl.

d) Con LH, FSH, EGF + 10% FFp2.

El FFp se emple6 al 10% como se indica en varios de los protocolos de MIV
en porcino (Abeydeera y col 1998d; Funahashi y Day, 1993a; Funahashi y col
1994a; Vatzias y Hagen, 1999; Yoon y col 2000).

48



Andlisis de los COC madurados en presencia de FFp

Después de 44 horas de maduracion, se evaluaron los COC. En la Figura 1
se presenta una imagen con COC madurados con FFp. En la Figura 1, ay b se
muestran los grupos testigo SSH y CSH respectivamente. Con los dos tipos de
FFp se presentd mayor expansion de las CC (Figura 1, c y d).

Se analizaron 1032 ovocitos: 133 en el grupo SSH, 253 en el grupo CSH,
310 en el grupo FFpl y 336 en el FFp2. En el Cuadro 3 se muestran los
porcentajes de maduracion, fertilizacion y polispermia en los cuatro grupos
analizados a partir del numero de ovocitos en cada estado de maduracion o

fertilizacion entre el nUmero total.

Debido a la variabilidad de los datos en los diferentes ensayos, los
promedios obtenidos en el Cuadro 3 se normalizaron. Los valores del testigo
negativo (SSH), que corresponde a los ovocitos con maduracion espontanea, se
tomaron como el 100% (Cuadro 4).
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Figura 1. Complejo ovocitos-células del cimulo madurado in vitro. a, sin gonadotropinas ni
EGF (100X); b, con gonadotropinas y EGF (100X); ¢, con FFp més gonadotropinas y EGF
(200X); d, aumento de un ovocito madurado con FFp (400X).
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Cuadro 3. Porcentajes de maduracion, fertilizacion y polispermia en ovocitos cultivados en medio de M1V con y sin gonadotropinas y

con FFp de foliculos de diferente tamario.

Fertilizados

Eficiencia de

Tratamiento N VG M I M I (PNm) |a fertilizacion Polispermia
133 42 11 a7 14 29 28
SSH (56/133) (14/133) (63/133) (18/133) (18/63) (5/18)
CSH 253 13 19 68 43 63 30
(32/253) (48/253) (173/253) (109/253) (109/173) (33/109)
FFp1 310 9 5 86 66 77 44
(29/310) (15/310) (266/310) (205/310) (205/266) (91/205)
FFp2 336 8 7 85 70 82 38
(28/336) (22/336) (286/336) (234/336) (234/286) (91/234)

Porcentaje (nimero de ovocitos/ndimero total).

VG: ovocitos inmaduros con vesicula germinal; MI: ovocitos en metafase | que estan en vias e maduracion; MlI: ovocitos en metafase |1 maduros+fertilizados;

ovacitos fertilizados. con prontcleo masculino (PNm); eficiencia de la fertilizacion: ovocitos fertilizados /madurados.
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Cuadro 4. Porcentajes normalizados de maduracion, fertilizacion y polispermia en ovocitos cultivados en medio de MIV con
diferentes suplementos. El grupo SSH se tomd como €l testigo negativo.

Fertilizados Eficiencia de la

Tratamiento VG M| M I (PNm) fertilizacion Polispermia
SSH 100 100 100 100 100 100
CSH 31° 1732 1452 3072 217° 107
FFpl 21% 45% 183% 471% 265% 157%
FFp2 19 64%° 181% 500% 283% 135%

a diferente a SH, b diferente a C3H, c diferente a FFpl (p< 0.05).

VG: ovocitos inmaduros con vesicula germinal; MI: ovocitos en metafase | que estan en vias e maduracion; MlI: ovocitos en metafase |1 maduros+fertilizados;

ovacitos fertilizados. con prontcleo masculino (PNm); eficiencia de la fertilizacion: ovocitos fertilizados /madurados.
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A continuacién se describen los resultados de cada etapa del proceso de

maduracion, fertilizacion y polispermia.

M adur aciéon de ovocitos

Presencia de Vesicula Ger minal

El grupo CSH presentd una disminucion del 69% de ovocitos inmaduros en
relacion al grupo SSH y en los dos grupos de FFp la disminucion fue del 80%, lo que
indica la reanudacion de la meiosis de los ovocitos en estos tres grupos. Cuando se
comparé el grupo CSH contra FFpl y FFp2, se observé una disminucion de ovocitos
inmaduros de 30 y 40%, respectivamente, lo que significa que la presencia del FFp
tiene un efecto benéfico en el rompimiento de la VG. No hubo diferencia entre los dos
grupos de FFp (Cuadro 4, Figura 2).

Metafase |

En comparacién con el SSH, el grupo de ovocitos CSH que llegaron a Ml
aumenté un 73%, lo que indica que las gonadotropinas y EGF promueven el
rompimiento de la VG y el inicio de la maduracion. El FFpl y FFp2 disminuyeron 55 y
36%, respectivamente. En relacion al grupo CSH, el FFpl disminuy6 74% y el FFp2
63%. La disminucion de los porcentajes de los ovocitos en Ml con respecto al SSH y
CSH significa que el FFp promueve que los ovocitos avancen hacia la MIl. Al
comparar el efecto entre los dos FFp, el FFp2 aumentd 40% en comparacién con el
FFpl (Cuadro 4, Figura 2).

Metafase ||

Los ovocitos del grupo CSH, tuvieron un incremento del 45% en el porcentaje
de ovocitos en MIl en comparacién con el grupo SSH lo que significa que las
gonadotropinas y el EGF son importantes para la maduracion nuclear. El FFpl y
FFp2 incrementaron significativamente los porcentajes de MIl (83 y 81%). Ademas,
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los dos grupos tuvieron un incremento del 25% en el porcentaje de ovocitos en Ml
con respecto al grupo CSH, lo que indica que el FFp mas las gonadotropinas tiene un
efecto sinérgico e incrementa la maduracién nuclear de los ovocitos de manera mas
rapida que cuando sélo estan presentes estas hormonas. Entre los dos grupos de
FFp no hubo diferencia (Cuadro 4, Figura 2).

Fertilizacion y polispermia
Fertilizacion

Los ovocitos fertilizados con respecto al numero total mostraron que el grupo
CSH aument6 el 207% con respecto al grupo SSH, en tanto que los grupos FFpl y
FFp2 tuvieron un incremento del 371 y 400%, respectivamente. En comparacioén con
el grupo CSH, el FFpl aumenté un 53% y el FFp2 un 63%. Entre los dos grupos de
FFp no hubo diferencia significativa (Cuadro 4, Figura 2). Estos resultados confirman
el efecto positivo de las gonadotropinas en la maduracion citoplasmica, ademas, la

presencia del FFp en el medio de maduracién tuvo un efecto de incremento.

La eficiencia de la fertilizacion (F/M), present6 una tendencia igual a la descrita
anteriormente. Los ovocitos de los grupos CSH, FFpl y FFp2 tuvieron un incremento
del 117%, 165 y 183% respectivamente, con relacion al grupo SSH. Los porcentajes
de fertilizacion en los grupos FFpl y FFp2 también se incrementaron 22 y 30% en
comparacién con el grupo CSH, y entre ellos no hubo diferencia significativa. (Cuadro
4, Figura 2).

Polisper mia

En relacion a la fertilizacion polispérmica, se observé que los grupos FFpl y
FFp2 presentaron un aumento significativo del 57 y 35 % con respecto al grupo SSH,
y del 47 y 27%, respectivamente, en relacion al grupo CSH, lo que indica que el FFp
junto con las gonadotropinas al aumentar la fertilizacion incrementa también la

polispermia. No hubo diferencia entre los dos tipos de FFp (Cuadro 4, Figura 2).
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EFECTO DE LA FSH, LH, EGF Y FFp EN LA MIV, FIV'Y POLISPERMIA
600
500 2
400 r O SSH
B CSH
X 300 . ab OFFpl
ab
a 0O FFp2
200 a a ab-ab g
100
a b abc
ab
0
VG Ml Mil Fertilizados Fert/Mad Polispermia

Figura 2: Efecto de la FSH, LH y EGF (CSH), del FFpl1 y FFp2 en los medios de MIV sobre la
maduracion, fertilizacion y polispermia. SSH se normalizé al 100%.

a diferente a SSH, b diferente a CSH, c diferente a FFp1 (p<0.05).

7.1.2. DISCUSION

Efecto delas gonadotropinasy el EGF en la maduracion

M adur acion nuclear

El hecho de que en el grupo CSH la presencia de ovocitos con VG haya
disminuido, significa que las gonadotropinas y el EGF tuvieron un efecto positivo en

la reanudacioén de la meiosis, permitiendo que los ovocitos llegaran a la M.
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El porcentaje de ovocitos que prosiguieron a la Mll en el grupo CSH, tuvo un
descenso en comparacion con los ovocitos en Ml lo que puede deberse a que una
poblacién de ovocitos no respondio al estimulo de las hormonas gonadotrdpicas y
permanecioé en MI, en tanto que otra poblacion de ovocitos, ademas de alcanzar la
maduracion nuclear, alcanzé la citoplasmica y fue fertilizada. Como era de esperarse,
lo anterior indica que las gonadotropinas y el EGF tienen una funcion importante al
favorecer la maduracion y la fertilizacién. Estos resultados coinciden con los de otras
investigaciones que han descrito la importancia de las gonadotropinas y del EGF en
la estimulacion del proceso meidtico en porcinos (Ding y Foxcroft, 1994; Mattioli y col
1991; Naito y col 1990), ratones, ratas, ovinos y bovinos (Moor y Trounson, 1977).

En los modelos in vitro, con células de rata y ratén, se ha demostrado que hay
moléculas inhibidoras de la meiosis como el AMPc que pasan al ovocito a través de
las CC. La detencién meidtica es mantenida por las uniones de comunicacion entre
estas células y el ovocito. Antes de la ovulacién, cuando se elevan las
concentraciones de gonadotropinas, especialmente LH, ocurre el desacoplamiento
de estas células con el ovocito. En porcinos, la LH y la FSH en forma separada o en
combinacién, aceleran el proceso de reanudacion de la meiosis, induciendo el
progreso de los ovocitos de la Profase | hacia MIl (Mattioli y col 1991). La LH
neutraliza la accién de los inhibidores de la maduracion promoviendo la luteinizacion
de las células de la granulosa, lo que resulta en la suspension de la sintesis de
factores inhibidores, y la GnRH activa el mecanismo de liberacion de calcio inducido
por el inositol trifosfato (IP3) (Chi y col 1998). El proceso de reanudacion de la
meiosis también esta relacionado con el Factor Promotor de la Maduracién (Casas y
col 1999; Eppig, 1993).

El EGF, es un péptido de 6 kDa, que llega al FF a través de la barrera
sanguinea folicular y estimula la produccién de progesterona, participa en procesos
gue dependen de la FSH y estimula a las células de la granulosa a producir la
proteina de unién para el IGF-I que promueve la maduracién folicular asi como la

diferenciacién de las células de la granulosa, y aumenta el efecto esteroidogénico de
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la FSH (Spitzer y col 1996). Por esto, la presencia de este factor en el medio de MIV

con gonadotropinas, favorecié la maduracion de los ovocitos.
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Madur acion citoplasmicay fertilizacion

La maduraciéon citoplasmica se evalué por el desarrollo del PNm en los
ovocitos después de la fertilizacion. Cuando las gonadotropinas estuvieron
presentes, se triplicoO el porcentaje de ovocitos con PNm con respecto al testigo
negativo (SSH). Asi mismo, la disminucién en los porcentajes de ovocitos en Mll se
explica por el incremento de ovocitos que fueron fertilizados y presentaron PNm.

Cuando se evalud la eficiencia de fertilizacion (F/M), que refleja la capacidad
de los ovocitos madurados a ser fertilizados, se observé esta misma tendencia ya
gue el grupo CSH duplicé el porcentaje de ovocitos fertilizados en comparacion con
el grupo SSH. Esto indica que las gonadotropinas en el medio de maduracion, aparte
de incrementar el porcentaje de maduracion nuclear favorecieron la maduracion
citoplasmica, y la eficiencia de la fertilizacion. Estos resultados coinciden con los de
Eppig (1993), en los que los ovocitos madurados in vitro, en presencia de
gonadotropinas y EGF presentaron mayor maduracion y fertilizacion, que los ovocitos
gue maduraron sin suplementos hormonales, indicando que dichas hormonas tienen
un papel fundamental para que el ovocito alcance la maduracién y se lleve a cabo la

formacién de PNm.

En forma similar, en ovocitos porcinos, el suplementar los medios de MIV con
gonadotropinas y suero, o FFp con EGF mejoré la maduracion citoplasmica,
evidenciada por la formacion del PNm y el desarrollo de embriones hasta el estado
de blastocisto (Abeydeera y col 2000). En programas de FIV en humanos, la
presencia de FSH y LH en los medios de maduracion incrementa la competencia del
ovocito, lo que se hace evidente por el incremento en el desarrollo de blastocistos, en
comparacion al empleo solamente de FSH, o sin suplementos hormonales durante la
maduracion (Trounson y col 2001). En el humano se ha sugerido que la FSH

intrafolicular actia sinérgicamente con el estradiol para incrementar la maduracion
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citoplasmica (Dell’Aquila y col 1997). Se ha demostrado que el estradiol es
importante para que el ovocito adquiera la competencia de ser fertilizado, las CC lo
secretan durante el cultivo por el estimulo de las gonadotropinas (Dode y Graves,
2003).

La presencia de las hormonas permite la maduracién de los receptores en las
CC y en las células de la granulosa, y mejora la respuesta a la LH en el cultivo. La
LH incrementa la maduracion citoplasmica, favoreciendo la formacién del PNm, de
manera mas eficiente que la FSH. Aunque aun no se conocen los mecanismos de
este proceso, en el porcino se supone que la accion de la LH puede estar
relacionada con la capacidad de estimular la interaccion del ovocito con las CC,
necesarias para alcanzar la maduracion citopldsmica (Trounson y col 2001). Con
respecto a este punto, existe controversia, ya que otros autores sugieren que el
desacoplamiento de las CC con el ovocito no es un requisito para la reanudaciéon de
la meiosis (Mattioli y col 1991).

Como complemento de lo anterior, el EGF también es un elemento importante
en la maduracién, ya que hay reportes en los que se ha demostrado que mejora la
MIV de los ovocitos en roedores, bovinos, porcinos y humanos. El EGF estimulo la
produccion de glutation (GSH) en ovocitos de cerda. Ademas, participa en la
descondensacion del nucleo del espermatozoide y la formacién del PNm, también
puede reducir las uniones disulfuro protegiendo a las células contra el dafio oxidativo
(Abeydeera y col 2000).

Efecto sinérgico del FFp con las gonadotropinasy el EGF

Expansion de las C8ulas del Camulo

Al final del periodo de maduracion, los COC que maduraron en presencia de
FFpl y FFp2, empleados como suplementos en el medio de MIV con FSH, LH y
EGF, presentaron una mayor expansion de las CC que en los grupos testigos (Figura
1), este efecto fue independiente del tamafio de los foliculos de los que provino el
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FFp. Los resultados de este trabajo coinciden con los de Vatzias y Hagen (Ducolomb
y col 2003; Vatzias y Hagen, 1999).

Las células somaticas son requeridas para el crecimiento y la maduracioén del
ovocito, esa influencia es ejercida a través de las uniones comunicantes entre las CC
y el ovocito. La expansion de las CC esta relacionada con la maduracion nuclear,
aunque precede a la maduracion, puede ser considerada en algunos casos como
indicador de la competencia de la maduracién de los ovocitos (Brissow y col 2002)
(Guthrie y Garrett, 2000). Hay estudios que sugieren que el FFp produce una mayor
expansion de las CC que cuando se emplean medios definidos libres de proteina, sin
FFp (Daen y col 1994; Yoshida y col 1992b) o si éste es sustituido con PVA, por lo
gue este efecto puede atribuirse a factores presentes en el FFp (Abeydeera y col
2000).

En ratones, la expansion de las CC requiere de inhibidores de a-tripsina
presentes en el FFp, que estabilizan la matriz extracelular a través de su union
directa con el acido hialurénico. Es posible que algunos factores desconocidos,
producidos por el ovocito y/o las CC, se unan con acido hialurénico para estabilizar la
matriz extracelular y dar por resultado su expansion (Abeydeera y col 1998d). En
bovinos, el FF colectado 20 horas después de la descarga de LH tuvo un efecto
positivo en la expansién de las CC y fue mayor del que se presentd cuando el FF fue
colectado a las 0 y 8 horas después del pico de gonadotropinas. Resultados
similares se observaron en humanos cuando el FF colectado después de 30 a 40
horas posteriores a la descarga de LH indujo la expansion de CC en ratones
(Romero-Arredondo y Seidel, 1994).

En porcinos, se ha encontrado que el desacoplamiento de las CC comienza
cuando inicia la maduracién y se completa cuando el ovocito llega a la Ml (Kikuchi y
col 1993). También el EGF puede influenciar la produccion de &cido hialurénico y la
expansion de las CC. Se ha reportado que esta capacidad se adquiere

progresivamente por las células durante el crecimiento folicular (Marchal y col 2002).
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M aduracion nuclear

En el presente trabajo, el FFp en los medios de maduracion tuvo un efecto
sinérgico con las gonadotropinas, que benefici6 la maduracidbn nuclear vy
citoplasmica. La presencia del FFp de las dos categorias foliculares disminuy6 en
80% el porcentaje de ovocitos inmaduros, lo que indica que contiene componentes
que favorecen la reanudacion de la meiosis. Con el FFp, el porcentaje de ovocitos en
MI disminuyd y el porcentaje en MIl aumentd, en comparacion con los grupos testigo,
indicando que los ovocitos avanzaron hacia la Mll, lo que indica que el FFp contiene

factores que favorecen la maduracion nuclear.

Como era de esperarse, estos resultados coinciden con lo reportado por varios
autores. Naito y col (1990), observaron que tanto el FFp como el FF bovino al ser
empleados como suplemento en los medios de maduracion junto con FSH
incrementaron la maduracion nuclear de los ovocitos porcinos, indicando que hay
factores estimulantes en el FF que no son especie especificos. En humanos, el
suplemento del medio de maduracion con 50% de FF de foliculos provulatorios que
contenian ovocitos en MIl, incrementd el porcentaje de ovocitos en MIl en
comparacion al empleo de FCS como suplemento (Trounson y col 2001). También se
ha reportado que la LH incrementa la concentracibn de estradiol en el FF,
favoreciendo la llegada de los ovocitos a la MIl (Ferguson y col 2003).

Madur acion citoplasmicay fertilizacion

El FFp de los dos grupos foliculares promovié la fertilizacion mas
eficientemente que los testigos, lo que confirma su efecto positivo en este proceso.
Varios estudios confirman lo encontrado en este trabajo, ya que indica que el FFp
contiene sustancias que ademas de inducir la expansién de las CC incrementan la
maduracion nuclear, la citoplasmica, y promueven la formacion del PNm (Daen y col

1994 ; Ducolomb y col 2003; Grupen y col 2003; Naito y col 1990; Vatzias y Hagen,
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1999; Yoshida y col 1992b). Ademas, se ha reportado que el FF porcino y bovino en
el medio de maduracion incrementa la maduracion y la formacion del PNm de

manera dosis dependiente (Naito y col 1990).

Entre los factores que limitan la formacién de embriones in vitro se encuentran
las condiciones de maduracién de los ovocitos in vitro. Para incrementar la
maduracion nuclear y citoplasmica, los medios de maduracion se han suplementado
con FFp (Coy y col 1999; Funahashi y Day, 1993a; Naito y col 1988; Vatzias y
Hagen, 1999; Yoon y col 2000; Yoshida y col 1992a), éste se ha empleado fresco
(Vatzias y Hagen, 1999), congelado (Vatzias y Hagen, 1999), completo (Funahashi y
Day, 1993a) o fraccionado (Daen y col 1994; Naito y col 1990; Yoshida y col 1992b).
Sin embargo, a pesar de que se han realizado multiples estudios para mejorar la
obtencién de embriones porcinos in vitro (Abeydeera y col 1998b; Funahashi y Day,
1997; Moor y Trounson, 1977; Niwa, 1993; Yoshida y col 1990), la produccién aun es

muy baja.

Polisper mia

La polispermia aumenté con la presencia del FFp de los dos tamafos
foliculares y los porcentajes fueron significativamente mas altos que en los grupos
testigos. Esto pudo ser causado porque el FFp, al mejorar las condiciones de
maduracion vy fertilizacion, la favorecio. Este efecto puede ser la consecuencia del
incremento en la fertilizacion. El FFp incrementd de manera significativa la
polispermia, aparentemente ejerciendo un efecto sinérgico con las gonadotropinas y
el EGF.

En la FIV, la polispermia ocurre en especies como bovinos (Wang y col
1997a), pero se presenta en mayores proporciones en porcinos y en éstos puede
alcanzar una proporcion mayor del 50% (Han y col 1999a; Li y col 2003; Zheng y
Sirard, 1992). Los blastocistos desarrollados a partir de cigotos polispérmicos tienen

un numero menor de células en la masa interna, a diferencia de los cigotos
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monospérmicos, y solo los diploides llegan al final del desarrollo embrionario (Mc
Cauley y col 2003).

A pesar de los progresos en los programas de FIV en porcinos, el problema de
la polispermia representa el mayor obstaculo para la produccién de embriones in
vitro. En diferentes trabajos se ha intentado disminuirla modificando los medios de
MIV y FIV. En los medios de maduracion se ha tratado de reducirla por medio de la
incubacion de los ovocitos con fluido del oviducto, realizando cocultivo de ovocitos
con células epiteliales del oviducto (Dubuc y Sirard, 1995) y/o con medios
condicionados o con FFp (Vatzias y Hagen, 1999). Funahashi y col (1993b),
observaron que la incubacién de espermatozoides porcinos con FFp al 1% en el
medio de prefertilizacién disminuyo la polispermia, pero estos autores no usaron el

FFp en el medio de maduracién.

Se ha sugerido que los altos indices de polispermia durante la MIV y FIV en
porcinos pueden ser causados por el envejecimiento del ovocito al inicio de la
maduracion, de la misma manera que aumenta la polispermia después del
envejecimiento posovulatorio de los ovocitos producidos in vivo (Guthrie y Garrett,
2000). También se ha reportado que el potencial de desarrollo de los ovocitos de los
animales prepuberes es menor que el de los adultos, lo que puede ser la causa de la
polispermia observada en los ovocitos de animales prepuberes (Grupen y col 2003).

Durante la fertilizacion in vivo, la polispermia se evita por la modificacién de
dos estructuras en el ovocito: la membrana plasmatica y la ZP. La importancia de
estas estructuras en el bloqueo de la polispermia varia en las diferentes especies
(Yanagimachi, 1994), sin embargo, en la mayoria de los mamiferos la ZP es la
estructura principal en el bloqueo de la polispermia. Hay dos eventos que estan
asociados a este proceso: uno es la exocitosis de los GC, llamada reaccion cortical,
gue es iniciada por cambios en las concentraciones de calcio durante la penetracion
espermatica (Wang y col 2003). La liberacioén intracelular de calcio induce la fusién
de la membrana de los GC con el ooplasma y su contenido se libera al espacio
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perivitelino. El otro evento es la modificacién de la ZP por las enzimas liberadas de
los GC, también llamado reaccién de zona, que cambia la capacidad de la ZP de
fusionarse con los espermatozoides o de inducir la reacciéon acrosomal, impidiendo

de esta manera la penetracion de mas espermatozoides (Wang y col 2003).

Los ovocitos inmaduros pueden carecer de la capacidad de bloquear la
polispermia. Esta incapacidad puede estar asociada a la maduracion del ovocito. El
analisis de los ovocitos inmaduros indica que tienen una deficiencia para liberar los
GC y este proceso estd asociado con una activacién deficiente del ovocito. Hay
hipétesis que pueden explicar esta deficiencia. Una es que los ovocitos inmaduros no
son sensibles a la activaciéon cuando son penetrados por el espermatozoide, o
cuando son inyectados con calcio o IP3. Otra postula que en los ovocitos inmaduros
la migracion de los GC en el ooplasma es incompleta. Los GC se originan durante el
desarrollo temprano del ovocito y la adecuada migracion de los GC es necesaria
para la exocitosis después de la penetracion del espermatozoide, esta migracion se
produce al final de la maduracién. Las gonadotropinas y la polimerizacién de los
microtubulos tienen importancia en la migracion de los GC (Wang y col 2003).

Otra hipdtesis indica que existe una reduccién en el reticulo endoplasmico
cortical. El reticulo aumenta durante la maduracion y es depésito de calcio, por lo que
hay menos calcio en los ovocitos inmaduros. Una cuarta hip6tesis postula que los
ovocitos inmaduros pueden tener menos receptores para |P3, Durante la maduracion,
los receptores de IP; aumentan. Cuando los ovocitos estan inmaduros, hay menos
receptores por lo que tienen menos capacidad de responder a los activadores. Todos
estos eventos ocurren cuando el ovocito llega a la MIl (Wang y col 2003).

Los resultados del presente trabajo son diferentes a los obtenidos en un
estudio en el que se empled una glicoproteina especifica del oviducto, con la que
fueron incubados ovocitos porcinos 3 h antes de la FIV, reduciendo la polispermia
pero conservando los porcentajes de penetracion (Mc Cauley y col 2003). Los
resultados también contrastan con otros hallazgos (Vatzias y Hagen, 1999) en donde
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se encontré que el FFp fresco o congelado, en los medios de maduraciéon y de
fertilizacion redujo la polispermia, sin embargo, no se utilizaron suplementos

hormonales.

Efecto del tamano folicular

En este estudio no hubo diferencia en el grado de expansiéon de las CC al
emplear FFpl o FFp2. Este mismo efecto fue reportado por Daen y col (1994), al
suplementar los medios con FFp de foliculos chicos (<2 mm), medianos (2-5 mm) o
grandes (>5 mm).

Los resultados de esta investigacion indican que los componentes del FFp de
foliculos grandes o pequefios promovieron la maduracién nuclear y citoplasmica que
no se vio afectada por el diametro del foliculo del cual provino el FFp empleado como
suplemento en el medio de maduracion. Estos resultados coinciden con los de Yoon
y col (2000), que emplearon FFp proveniente de foliculos pequefios (hasta 3.1 mm) y
grandes (3.1 a 8 mm) y no encontraron diferencia significativa en la maduracion
nuclear. Sin embargo el FFp de foliculos grandes incrementé la penetracion e influyé

positivamente en la formacién de blastocistos.

Los resultados de este trabajo indican que el FFp tanto de foliculos pequefios
como grandes, contiene factores que promueven la maduracion de los ovocitos in
vitro. Esto coincide con los estudios de Vatzias y Hagen (1999), quienes encontraron
gue el FFp de foliculos pequefios y medianos incrementd los porcentajes de
maduracion de ovocitos cuando fue usado como suplemento en la maduraciéon de

ovocitos que provenian de la misma categoria folicular.

Por otra parte, Naito y col (1990), sefialan un mejor efecto del FFp de foliculos
de 2 a 5 mm en la maduracién nuclear y citoplasmica, que los de mayor tamafio. Sus
resultados son diferentes a los de este estudio, ya que no se encontrd diferencia
significativa entre los FFp provenientes de los dos tamarfos foliculares en los

porcentajes de maduracién nuclear y formacién del PNm.
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Se ha demostrado que el FF de bovinos y porcinos contiene tanto factores
estimulantes como inhibidores, que afectan la maduracién del ovocito, y que estos
factores pueden reflejar los cambios que ocurren en el foliculo durante su crecimiento
(Dostal y Pavlok, 1996; Naito y col 1990; Yoon y col 2000).

En porcinos, hay trabajos que muestran que hubo diferencias al emplear FFp
de foliculos pequefios, medianos y grandes. Ledwitz-Rigby y col (1977), reportaron
gue el FFp proveniente de foliculos antrales de 1-2 mm inhibid la luteinizacion in vitro
de las células de la granulosa obtenidas de foliculos medianos, que el FFp de
foliculos de 3-5 mm tuvo un efecto de inhibicion menor y el que provino de foliculos
de 6-12 mm no mostré efecto inhibitorio. En el presente trabajo no se encontrd
diferencia entre los dos tamafios foliculares, esto puede deberse a que los foliculos
pequefios abarcaron foliculos antrales hasta de 5 mm, que en otros trabajos son

considerados como de tamafio mediano.

En este estudio, la polispermia aumentd cuando el FFp estuvo presente en el
medio de maduracién, con respecto al grupo que solo tenia gonadotropinas y EGF.
Sin embargo, no hubo diferencia con respecto a la categoria folicular de donde
provino el FFp. Se ha reportado que el FFp proveniente de foliculos grandes
(mayores de 5 mm) empleado en el medio de maduracion redujo la polispermia, en
comparacion al uso de FFp de foliculos pequefios (menores de 2 mm) y medianos (2
a 5 mm). A diferencia de los resultados obtenidos en el presente trabajo, no se
utilizaron gonadotropinas durante la maduracion de los ovocitos (Daen y col 1994).

Los resultados de esta parte del trabajo confirman que el FFp junto con las
gonadotropinas en los medios de maduracion mostré un efecto sinérgico sobre la
maduracion nuclear y citoplasmica, y que aumentd la penetracion, evidenciada por la
formacion del PNm y la polispermia. Finalmente, en esta seccion sélo se analizé el
efecto del FFp proveniente de foliculos chicos y grandes, sin encontrar diferencia en
la maduracion y fertilizacion, pero hace falta conocer si existe alguna diferencia en la

produccién de blastocistos (Ducolomb y col 2003).
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Debido a que en esta parte del trabajo no se encontrd diferencia al emplear el
FFp de diferente tamafio folicular, se decidi6 utilizar el FFp de foliculos menores de 5
mm para su fraccionamiento y el analisis de las fracciones proteinicas, para probar

su efecto sobre la maduracion, fertilizacion y polispermia.

7.2. Fraccionamiento del Fluido Folicular Porcino por medio

de cromatografia de intercambio aniénico
7.2.1. RESULTADOS

Fraccionamiento del FFp

El FFp empleado para este estudio tuvo una concentracion de de proteina de
63 mg/ml. Se hicieron las diluciones adecuadas para tener una de 10mg/ml ya que
esta es la concentracion adecuada para llevar a cabo la inyeccion para realizar el

fraccionamiento y no saturar la columna.

Un cromatograma tipico del FFp se muestra en la Figura 3. Se colectaron 98
fracciones de 0.5 ml cada una. Las fracciones se agruparon para su analisis en 5
superfracciones, a las que se nombraron “Regiones”. El pico de inyeccidon no se
colectd por que en las electroforesis preliminares no se pudieron poner en evidencia
proteinas en esa fracciéon. La conductividad fue proporcional al gradiente de NaCl de
la solucién, lo que indica que el formador de gradientes funcion6 de manera
adecuada. Se pueden observar 5 picos principales: los dos primeros se agruparon en
la R2 y uno en cada una de las regiones restantes.
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Figura 3. Cromatografia de Intercambio l6nico del FFp, empleando una columna de aminas

cuaternarias en donde se observa el agrupamiento de las fracciones en cinco Regiones.

En el Cuadro 5 se muestra un resumen de los resultados del fraccionamiento

del FFp. Se puede observar que la cantidad de proteina recuperada en cada regién

fue del 5 al 50% de la proteina total, obteniéndose un rendimiento general del 80%

(478 de 600 mg totales).

Cuadro 5. Analisis de la cromatografia de intercambio anidnico de las proteinas del FFp

Region Fracciones  Numero de Proteina Proteina Porcentaje
reunidas fracciones total de la
agrupadas (mg/ml) proteina total
(mg)

R1 2-10 9 0.33 29.9 5.0

R2 11-22 12 0.47 56.4 9.4

R3 23-33 11 0.54 59.4 9.9

R4 34-41 8 0.38 30.2 5.0

R5 42 - 54 13 2.32 302.2 50.4
Total - - - 478.2 79.7

Seintrodujeron 600 mg de proteina en un total de 60 inyecciones.
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Andlisisdelas proteinas delas regiones del FFp

La electroforesis del FFp y sus fracciones proteinicas se muestra en la Figura
4. Se probaron geles con diferentes concentraciones de arcrilamida, el de 10% fue el
adecuado para el andlisis. Se determiné el nimero de bandas proteinicas de cada
muestra y la masa molecular relativa (M) de cada una. La FSH, LH y el Pergonal se

utilizaron para efectos comparativos. El FFp presentd 11 bandas claramente
definidas con My que fluctuaron de 151 a 16 kDa. Todas las bandas presentes en el

electroferograma del FFp se presentaron por lo menos una de las regiones.

R1y R2 presentaron 4 bandas con M, entre 79 y 16 kDa. Se observa que la

intensidad de la banda de 79 en R1 es menor que en R2. En R3 se observaron 8
bandas con M, de 93 a 16 kDa. R4 mostré 12 bandas, siendo el nimero mayor que

las otras regiones, con My entre 127 y 16 kDa. En la R5 se encontraron 7 bandas, de
139 a 16 kDa. La FSH present6 6 bandas con M, de 79 a 15 kDa. La LH tuvo 5
bandas, de 127 a 16 kDa y el Pergonal mostr6 6, de M, entre 67 y 16 kDa (Cuadro
6).

KD Mr FFp R1 RZ R3 R4 RE5 FS5H LH Pg
4
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Figura 4. Electroforesis en gel de arcrilamida en presencia de SDS en medio reductor de FFp

en donde se observan las bandas proteinicas de las cinco regiones.

Mr: marcadores de masa molecular, FFp: fluido folicular porcino, R1-R5: superfracciones del fluido

folicular porcino salidas de intercambio aniénico, FSH: hormona foliculo estimulante, LH: hormona

luteinizante, Pg: pergonal.
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Cuadro 6. Masa molecular relativa de las bandas proteinicas del FFp y de las fracciones de cromatografia de Intercambio 16nico determinadas
por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS en condiciones reductoras.

Mr FFp R1 R2 R3 R4 R5 FSH LH PERGONAL
160-150 151
149-140
139-130 139 139
129-120 124 127 124 127
119-110 114 117
109-100 108 105
99-90 99
93 91
91
89-80 84
79-70 79 79 79
77 77 75
71 71
69-60 67 67 67 67 67
65
63
60 61
59-50 58 50 50 52 53 53 53 55
49-40 45 46 41 49
39-30 38 39 38 36
29-20 22 29
19-10 19 19
17
16 16 16 16 16 16 16 16
15
TOTAL 11 4 4 8 12 7 6 5 6

71



7.2.2. DISCUSION

Algunas de las proteinas presentes en el FF son transportadas al foliculos
provenientes de la sangre a través de la barrera folicular; otras, son secretadas
por las células de la granulosa y la teca, ambas tienen un papel importante en la
regulacion de la maduracion del foliculo y la ovulacion (Spitzer y col 1996). La
cantidad y tipo de las proteinas en el FF se incrementa durante la foliculogénesis.
Gallardo-Ornelas y col (2001), encontraron en una fraccion del FFp, obtenida por
ultrafiltracion y cromatografia de intercambio i6nico, que incrementé la maduracién
al adicionarla en el medio de maduracion suplementado con gonadotropinas. Este
efecto disminuyé cuando se tratd con proteasas, demostrando la naturaleza
proteinica de los componentes involucrados en la maduracion. Aunque en el FF se
encuentran otros elementos no proteinicos, en el presente estudio también se
analizo el efecto de las fracciones proteinicas sobre la maduracion, fertilizacion y

polispermia sin interferencia de gonadotropinas.

El conocimiento de las proteinas del FF ha contribuido al conocimiento de
los procesos fisioldgicos que estan relacionados con el crecimiento folicular y la
maduracion del ovocito. Dentro de estas proteinas se ha estudiado la importancia
de la FSH y LH en la maduracién del ovocito. En el FF también esta el EGF, un
péptido de 6 kDa que estimula la producciéon de progesterona, IGF-1 que
promueve la maduracion folicular, la diferenciaciéon de las células de la granulosa y
aumenta el efecto esteroidogénico de la FSH en estas células. Hay citocinas
también involucradas en la regulacion de la esteroidogénesis y la maduracion
folicular como la inetrleucina -1, -2, -6, macroglobulinas e inmunoglobulinas. En los
foliculos pequefios hay inhibina, y en los maduros activina, ambas proteinas
regulan el crecimiento folicular. También hay folistatina, proteinas cinasas, y

superoxido dismutasa, entre otras (Spitzer y col 1996).

En el FF existen proteoglicanos que mantienen la viscosidad del fluido
durante la maduracion folicular. En el porcino, los proteoglicanos del FF estan
formados por 20% de proteinas, 50% de dermatan sulfato y 20% de oligosacéridos
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ricos en &cido sidlico, galactosa, manosa, glucosamina y galactosamina
(Yanagishita y col 1979). En el humano los proteoglicanos se han relacionado con
la expansion de las CC, la fertilizacion y el desarrollo embrionario. Se ha reportado
gue en el FF de bovinos, porcinos y ovinos hay proteoglicanos sulfatados que
causan una baja coagulacién por su union con antitrombina, proceso necesario
para mantener la fluidez del FF hasta la liberacion del ovocito en la ovulaciéon
(Shimada y col 2001). En el presente trabajo no se determiné que tipo de
proteinas estan representadas en la electroforesis.

La cromatografia de intercambio i6nico es una técnica no desnaturalizante
gue permite aislar fracciones proteinicas tomando como base el punto isoeléctrico
de cada proteina. La distribucién de proteinas dentro de las fracciones fue
adecuada para el analisis, algunas de las proteinas que se encuentran en menor
concentracion pudieron observarse claramente en la electroforesis de las
fracciones aunque no pudieron ser observadas en la electroforesis del FFp. Este
efecto de concentrar la muestra es caracteristico de la cromatografia de

intercambio anidnico.

La concentracién de ciertas proteinas refleja la condicién fisiol6gica del
foliculo. Un estudio realizado con FF humano proveniente de foliculos inmaduros y
maduros en el que las proteinas se separaron por electroforesis de dos
dimensiones indic6 que hay proteinas que estan presentes en los foliculos

maduros y ausentes 0 poco expresadas en los inmaduros (Spitzer y col 1996).

En la FIV en humanos, la concentracion de ciertas proteinas del FF son
clinicamente utiles ya que algunas se han relacionado con la induccion de la
reaccion acrosomal y la capacitacion espermatica. Ademas, se ha demostrado que
la presencia de factores proteinicos en el FF esta relacionada con la maduracion
folicular, por lo que se ha sugerido hacer andlisis electroforéticos del FF para
determinar el estado de maduracién del ovocito (Spitzer y col 1996). Es por esto
que la identificacion molecular de las proteinas tiene utilidad clinica, como una
prueba para la eleccion de foliculos con ovocitos maduros que pueden aportar
mejores resultados en los programas de FIV. Es necesario identificar las proteinas
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responsables de los efectos observados en el presente trabajo mediante

secuenciacion o espectrometria de masas.
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7.3. Efecto de las fracciones proteinicas del FFp en la

maduracion, fertilizacion y polispermia
7.3.1. RESULTADOS

Maduracién de los COC con fracciones proteinicas del FFpl

obtenidas por cromatografia de inter cambio anionico

Para el andlisis de las regiones proteinicas obtenidas por el fraccionamiento
del FFp se formaron 8 grupos: 3 testigos y 5 regiones proteinicas. Cada grupo

consistio en medio de maduracion con los siguientes suplementos:

a) Testigo negativo (SSH)

b) Testigo positivo (CSH)

c) FFp (10%)

d) Region 1 (R1) (10%)

e) Region 2 (R2) (10%)

f) Region 3 (R3) (10%)

g) Region 4 (R4) (10%)

h) Region 5 (R5) (10%)
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Se tomé al FFp como un tercer testigo para hacer la comparacion de las
regiones proteinicas. En los ensayos para cada region proteinica se incluyé el
testigo negativo, el testigo positivo y el FFp. Se evaluaron en total 4012 ovocitos.
Los resultados obtenidos en estos experimentos se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Promedio de los porcentajes de maduracion, fertilizacion y polispermia en
ovocitos cultivados en medio de MIV con las fracciones proteinicas del FFp.

Fertlizados ~ Clclencia
Tratamiento Ensayos VG Mi Ml de la Polispermia
(PNm) aefa
fertilizacion
SSH 14 39 15 46 o5 o3 »
CSH 15 6 13 81 51 61 -
R3 3 51 7 42 23 53 "
R5 5 27 18 55 33 - .

NUmero de ovocitos analizaros por grupo: 742 SSH, 815 CSH, 738 FFp, 314 R1, 380 R2, 304 R3, 276 R4 y
443 R5.

VG: ovocitos inmaduros con vesicula germinal; MI: ovocitos en metafase | que estan en vias de maduracion;
MII: ovocitos en metafase || madurost+fertilizados; PNm ovocitos fertilizados; Eficiencia de la fertilizacion:

ovocitos fertilizados /madurados.

76



Debido a la variabilidad de los datos en los diferentes ensayos los
porcentajes promedio obtenidos en el Cuadro 7 se normalizaron, tomando los
valores del grupo SSH que corresponde a los ovocitos con maduracion
espontanea, como el 100% (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentaje normalizado de maduracién, fertilizacion y polispermia en ovocitos
cultivados en medio de MIV con o sin suplementos hormonales, y 10% de FFp o 10% de
cada una de las 5 regiones proteinicas.

Fertilizacion Eficiencia
Tratamiento VG MI Ml de la Polispermia
(PNm) fertilizacié
ertilizacion
SSH 100 100 100 100 100 100
CSH 162 874 176° 2042 115 109
FFp 66° 732 1392 1442 100 712
R1 100 874 104 132° 130° 712
R2 111 478 111 1242 106 91
R3 1342 472 91 92 100 100
R4 126° 60% 93 112 1232 94
R5 712 120° 120° 132° 109 82

% Indica diferencia significativa (p<0.05) con respecto al control negativo

En este cuadro se muestran los porcentajes obtenidos en la maduracion y fertilizacién de ovocitos con

fracciones proteinicas del FFp, después de haberse realizado diversos ensayos.
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Efecto del FFp y las regiones proteinicas en la maduracion,

fertilizacion y polispermia

CSH

Como era de esperarse, el grupo CSH tuvo un efecto positivo en la
maduracion. Disminuyé 84% en el porcentaje de ovocitos que permanecieron
inmaduros y 13% en los ovocitos que presentaron Ml con respecto al grupo SSH.
Este grupo tuvo un aumento del 76% en el porcentaje de ovocitos que llegaron a
la MIl. Cuando se analizaron los ovocitos fertilizados con respecto al numero total,
se observd que el grupo CSH aumenté 104 % de fertilizacién con respecto al
grupo SSH (Cuadro 8, Figura 5).

EFECTO DE FSH, LH Y EGFEN LA MIV, AV Y POLISPERMIA

250

200 |

150

B SSH
OCSH

%

100 *

50

VG M1 M1 Fe Fe Po

Figura 5. Comparacion entre el medio de MIV con suplementos hormonales y el medio sin

suplementos.

*Indica diferencia significativa (p<0.05) con respecto al testigo negativo.
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FFp

El FFp tuvo un efecto similar al del grupo CSH en la maduracion nuclear y
la citoplasmica. Presentd una disminucion significativa (p<05) del 34% en el
porcentaje de ovocitos inmaduros con relacién al grupo SSH. El porcentaje de
ovocitos en vias de maduracién en Ml disminuyd 27%. El porcentaje de ovocitos
en MIl aumenté 39%, lo que indica que el FFp propicia la maduracion nuclear.
Hubo un aumento en el porcentaje de fertilizacion del 44%, lo que sugiere un
efecto positivo en la maduracion citoplasmica. En cuanto al indice de ovocitos

penetrados por mas de un espermatozoide, el FFp lo redujo significativamente

(29%) con respecto al grupo SSH (Cuadro 8, Figura6).
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Figura 6. Comparacion entre el medio de MIV con FFp y el medio sin suplementos

hormonales.

*Indica diferencia significativa (p<0.05) con respecto al testigo negativo.
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R1

El porcentaje de ovocitos en vias de maduracion que presentaron Ml en el
grupo R1 tuvo una disminucion del 13% con respecto al grupo SSH. Cuando se
analizaron los ovocitos fertilizados con respecto al niumero total, este grupo tuvo
un aumento del 32%, siendo esta diferencia significativa. Al evaluar el porcentaje
de ovocitos fertilizados con respecto al de ovocitos maduros (eficiencia de la
fertilizacion), también presentdé un aumento del 30%, lo que sugiere que esta
region propicia la fertilizacion y la maduracion citopldsmica en ovocitos que
maduraron espontaneamente, ya que no propicid el rompimiento de la VG.
Ademas su presencia disminuy0 significativamente el porcentaje de polispermia
(29%) con respecto al grupo SSH (Cuadro 8, Figura 7).

EFECTO DE LA R1ENLA MIV, FIVY POLISPERMIA
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Figura 7. Comparacion entre el medio de MIV con R1 y el medio sin suplementos
hormonales.

*Indica diferencia significativa (p<0.05) con respecto al testigo negativo.
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R2

La R2 present6 una disminucion del 53% en el porcentaje de ovocitos en Ml
con respecto al grupo SSH. Este grupo tuvo un aumento del 24% cuando se
evalug la fertilizacion sobre el nimero total, indicando que tiene un efecto positivo
sobre la maduracion citoplasmica de los ovocitos que maduraron

espontaneamente. (Cuadro 8, Figura 8).

EFECTO DE LA R2 EN LA MIV, FIV'Y POLISPERMIA
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Figura 8. Comparacion entre el medio de MIV con R2 y el medio sin suplementos
hormonales.

*Indica diferencia significativa (p<0.05) con respecto al testigo negativo.
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R3

Al evaluar la presencia de la VG para determinar los porcentajes de
ovocitos inmaduros, el grupo R3 presentd un aumento significativo del 34% vy
mostré una disminucion del 53% en los ovocitos en MI, indicando un efecto

inhibitorio sobre la maduracién nuclear y citoplasmica (Cuadro 8, Figura 9).

EFECTO DE LA R3 EN LA MIV, FIV Y POLISPERMIA

120

100

B SSH
OR3

80 —

%

60 *

40 ]

20 —

VG Mi MI Fe Fe Po

Figura 9. Comparacion entre el medio de MIV con R3 y el medio sin suplementos

hormonales.

*Indica diferencia significativa (p<0.05) con respecto al testigo negativo.
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R4

La R4 tuvo un aumento del 26% en el porcentaje de ovocitos que
presentaron inhibicion del rompimiento de la VG y por lo tanto un descenso del
40% en el porcentaje de ovocitos en MI. Al evaluar la eficiencia de la fertilizacién,
este grupo tuvo un aumento del 23% con respecto al grupo SSH, sugiriendo que
esta region tiene un efecto inhibitorio en la maduracién nuclear y un efecto positivo

en la fertilizacion (Cuadro 8, Figura 10).

EFECTO DE LA R4 EN LA MIV, FIV Y POLISPERMIA
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Figura 10. Comparacion entre el medio de MIV con R4 y el medio sin suplementos

%

hormonales.

*Indica diferencia significativa (p<0.05) con respecto al testigo negativo.
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R5

Cuando se evaluaron los ovocitos para determinar el estado de la VG, se
observé que el grupo R5 tuvo una disminucién significativa del 29% en el
porcentaje de ovocitos inmaduros. Al analizar los ovocitos en vias de maduracion
gue presentaron Ml y los que progresaron a la MIl. se observé un aumento del
20% en ambos. Ademas tuvo un aumento del 32 % en el porcentaje de ovocitos
fertilizados sobre el nimero total. Esto indica que la R5 promovié el rompimiento
de la VG y la maduracién nuclear y citoplasmica (Cuadro 8, Figura 11).

EFECTO DE LA R5 ENLA M1V, FIV Y POLISPERMIA

140

.

100

80 * —1—| |msSsH
OR5

%

60 —

40 —

20 —

VG M1 M1 Fe Fe Po

Figura 11. Comparacion entre el medio de MIV con R5 y el medio sin suplementos

hormonales.

*Indica diferencia significativa (p<0.05) con respecto al testigo negativo.
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7.3.2.  DISCUSION

El grupo CSH mostré un comportamiento similar al que se observo en la
primera parte de este trabajo. Las gonadotropinas promovieron el rompimiento de
la VG, incrementaron la maduracién nuclear, citoplasmica y la fertilizacion. Esto
puede apreciarse por la disminucion en los porcentajes de ovocitos inmaduros y
en MI, y por el aumento en los porcentajes de ovocitos en MiIl. También se
observé un alto porcentaje de maduracion citoplasmica que se refleja por la
capacidad de promover la formacién del PNm después de la fertilizacion, que se
duplicé con respecto al testigo negativo y no tuvo efecto sobre la polispermia.

Efecto del FFp

A diferencia de la primera seccion del presente trabajo, en esta parte de
este estudio, el FFp no fue suplementado con gonadotropinas. El FFp tuvo un
efecto similar al del grupo con gonadotropinas y EGF, ya que se observo un
descenso en el porcentaje de ovocitos que permanecieron inmaduros y de
aquellos en vias de maduracioén. Incrementé el paso de los ovocitos hacia la Mll, lo

que indica su efecto positivo sobre la maduracion nuclear y citoplasmica.

En un estudio realizado en humanos, el FF redujo el efecto inhibitorio de las
purinas que mantienen la detencibn meidtica, por consiguiente se sugirio la
presencia de factores que propician la reanudacion de la meiosis (Chi y col 1998).
Estos hechos fueron coincidentes con los del presente estudio ya que la presencia
del FFp redujo el porcentaje de ovocitos en estado de VG con respecto al testigo

negativo.

En el estudio presente, el FFp tuvo el mismo comportamiento sobre la
maduracion nuclear que los suplementos hormonales. Este hecho difiere de lo
indicado por Tsafriri y Chaning (1975), quienes encontraron que el FFp de foliculos
pequefios y grandes inhibio la MIV cuando el medio no fue suplementado con
gonadotropinas y esteroides. El comportamiento del FFp puede deberse a la
presencia de factores promotores regulados por hormonas, que ejercen un efecto
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positivo sobre la maduracion. Estos resultados también difieren con el trabajo de
Gallardo-Ornelas y col (2001), en el que el FFp completo en el medio de
maduracion inhibid el progreso de la Ml a la MIl, sugiriendo que este efecto puede
deberse a la presencia de proteinas que inhiben o detienen la meiosis en MI.

El FFp contribuy6é a la maduracién citoplasmica de la misma forma que
ocurrio cuando los suplementos hormonales estuvieron presentes. Esto coincide
con lo reportado por Naito y col (1990), quienes indican que el FFp tiene factores
activos que promueven la maduracion citoplasmica de los ovocitos en porcinos y

bovinos.

Los factores del FFp que estimulan la maduracién citoplasmica del ovocito
aun no se conocen aunque se han sugerido algunos. Wang y Niwa encontraron
gue el FFp contiene sustancias parecidas al EGF en altas concentraciones y es
posible que estas sean las estimulantes de la maduracion (Wang y Niwa, 1995).
Se ha comprobado que el EGF también puede estimular la maduracion
citoplasmica en los ovocitos murinos y humanos (Ding y Foxcroft, 1994).

Con respecto a la polispermia, la presencia del FFp en el medio de
maduracion contribuyé a disminuirla con respecto al testigo negativo. Los
resultados de este estudio coinciden con los hallazgos de Vatzias y Hagen (1999),
guienes encontraron que el FFp fresco o congelado, en los medios de maduracién
y de fertilizacion redujo la polispermia, estos autores tampoco utilizaron

suplementos hormonales en los medios de maduracion.

La disminucion de la polispermia con el FFp contrasta con los resultados
gque se obtuvieron en la primera parte, cuando el FFp acompafiado por
gonadotropinas y EGF incrementd la polispermia con respecto a los testigos
positivo y negativo. Lo anterior permite suponer que el efecto aditivo de las
hormonas, el EFG y el FFp es benéfico para la maduracion y la formacion del

PNm, sin embargo no favorece la fertilizacion monospérmica.
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Las M, de las bandas proteinicas que el FFp present6 en el
electroferograma abarcaron las My de las bandas de las cinco regiones, y la de
mayor M, (151 kDa) no se observé en las regiones. Hay bandas en las regiones

gue no aparecen en el FFp, esto puede deberse a que en él su concentracion es
baja, o estdn mimetizadas por otras bandas con mayor concentracion. Durante el
fraccionamiento y la purificacion, las proteinas presentes en las regiones se
concentran y se hacen evidentes en el gel debido a la tincion con el azul de

Coomassie.

Efecto de las Regiones proteinicas del FFp

R1

La R1 incrementd la maduraciéon nuclear y citoplasmica de los grupos de
ovocitos que espontdneamente rompieron la VG. La disminucién significativa del
porcentaje de ovocitos en Ml y el bajo porcentaje de ovocitos en la MIl se explica
por el aumento de la fertilizacion con respecto al testigo negativo. La eficiencia de
fertilizacion también se incrementd, lo que apoya su efecto positivo sobre la
penetracion espermatica. Esto indica que la R1 tiene componentes que no estan
relacionados con el rompimiento de la VG, pero cuando los ovocitos ya pasaron

este proceso, estimulan su maduracién y la fertilizacion.

La R1 present6 un efecto benéfico en la fertilizacion monospérmica, ya que
disminuyé la polispermia en la misma proporcidbn que el FFp. Al analizar el
electroferograma, la R1 presentd una banda con una M, de 46 kDa que no

aparece en las otras regiones, mientras que el FFp presenté una banda similar.
Por lo anterior, es posible que el efecto que tuvo la R1 en disminuir la polispermia
sea causado por esta banda proteinica de 45-46 kDa encontrada tanto en el FFp

como en esta region.

Yoshida y col (1990), encontraron una fraccion del FFp &cida termolabil con

M, de 10 a 200, kDa que al estar presente en el medio de maduracion disminuy6
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la polispermia. En el presente estudio se postula que la banda proteinica de 46

kDa puede ser responsable de la disminucion de la polispermia.

Daen y col (1994), encontraron que una de las fracciones del FFp obtenida
por ultracentrifugacion en el medio de maduracion, tuvo un efecto benéfico en la
expansion de las CC y promovié la formacién del PNm, pero produjo altos
porcentajes de polispermia. La cromatografia de esta fraccion por HPLC produjo
una subfraccion termoestable a 100°C de bajo My (menor de 6.5 kDa) que fue

responsable de la expansion de las CC. Esta fraccién no fue detectada en este
trabajo.

R2

La R2 present6 un efecto similar al de la R1, aunque en menor grado, sobre
la maduracién nuclear y citoplasmica. EI comportamiento semejante entre estas
regiones puede deberse a que las dos mostraron el mismo nimero y patrén similar

de bandas proteinicas en el gel, con M,y muy cercanos. Sin embargo, a diferencia

de la R1, la R2 no incrementd la eficiencia en la fertilizacion. La R1 presentd una
banda de 79 kDa y la R2 una de 77 kDa, en donde se puede observar que en la
banda de la R1, la concentracion de proteina es menor. La banda de 67 kDa,
presente en las dos regiones, tiene una mayor concentracién de proteina en R2.
Esto permite suponer que el incremento en la eficiencia en la fertilizacion se debe
a la concentracion de cada una de las proteinas de 79, 77 y 67 kDa en cada una

de estas dos fracciones.

R3

La presencia de la R3 en el medio de maduracién de ovocitos tuvo un
efecto inhibitorio sobre el rompimiento de la VG, por lo que también disminuyo el
namero de ovocitos en Ml y en MIl, y tampoco tuvo efecto en la fertilizacion. Por lo
anterior, se concluye que alguna o algunas proteinas presentes en esta fraccion
tienen efecto inhibitorio en la maduracion tanto nuclear como citoplasmica. La R3

tuvo 2 bandas proteinicas de 71 y 19 kDa que también se presentaron en la R4.
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Estas bandas corresponden a proteinas que pueden estar relacionadas con el

efecto inhibitorio de la maduracion.
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R4

La R4 tuvo un comportamiento similar a la R3 sobre la maduracion nuclear
y la citoplasmica. La R4 mejor6 la eficiencia de fertilizacién respecto al testigo
negativo cuando los ovocitos maduraron de manera espontanea. Esto significa
gue esta region puede tener un factor que promueve la fertilizacion. Este efecto
fue similar al que presentdé la R1, aunque estas dos regiones no comparten
bandas de M, similares, por lo que estas similitudes y diferencias deberan ser

estudiadas.

Las R3 y R4 mostraron un efecto inhibitorio en la maduracion nuclear y
citoplasmica y tuvieron una banda proteinica de baja M, (19 kDa). Esta banda

puede estar relacionada con las fracciones inhibitorias de bajo peso molecular
descritas por Yoshida y col (1992b), quienes encontraron una fraccion de menos
del0 kDa con efecto inhibitorio sobre la formacién del PNm. Este efecto inhibitorio
también coincide con el trabajo de Naito y col (1990), que describieron una

fraccion con My menor de 25 kDa que no tuvo efecto en la maduracion nuclear y

citoplasmica.

No se puede descartar la posibilidad de que la banda de 71 kDa presente
en la R3 y R4 también pueda tener un efecto en la inhibicion de la maduracién
nuclear y citoplasmica, ya que hay autores que describieron un efecto inhibitorio
en fracciones que no eran de bajo peso molecular. Dostal y Pavlok, describieron
que el FF de bovino contiene proteinas inhibitorias que impiden la maduracion de
los ovocitos de la misma especie. Estos autores aislaron una proteina de 60 kDa,
que perdio su estabilidad al ser dializada, por lo que cabe la posibilidad de que el
compuesto responsable del efecto inhibidor sea una molécula de menor tamafio

gue se haya separado de esta fraccion durante la didlisis (Dostal y Pavlok, 1996).
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R5

La R5 favorecio el rompimiento de la VG, lo que puede evidenciarse por la
disminucién en el porcentaje de ovocitos inmaduros. Esta regién propicié el
progreso de los ovocitos a Ml y a Mll y favorecié la formacion del PNm, por lo que
tuvo un efecto benéfico en la fertilizacion. Por lo tanto, esta region esta involucrada

en promover la maduracion nuclear y citoplasmica, y propicia la fertilizacion.

Comparado con el FFp, la R5 produjo una mayor cantidad de ovocitos en
MI, por lo que se puede suponer que algunos ovocitos se detuvieron en esta fase
0 que su paso hacia la MIl fue mas lento, debido a esto, se supone que hay
factores en el FFp que contribuyen a que los ovocitos alcancen mas rapidamente

la maduracion.

A diferencia de las otras regiones, la R5 present6 dos bandas proteinicas
con M, de 139y 124 kDa, que también se presentaron en el FFp, debido a esto,

se cree que pueden ser las responsables del rompimiento de la VG y la

maduracion.

Al igual que el FFp y el grupo CSH, esta region fue la Gnica que promovié el
rompimiento de la VG. Por consiguiente, estas bandas pueden estar relacionadas
con la capacidad de favorecer el paso a la Mll, con un efecto que favorece la

maduracion nuclear. Por su M, estas bandas pueden ser semejantes a la fraccion

reportada por Yoshida y col (1992b), que mejoré la maduracién nuclear y la
fertilizacion. Estos mismos autores sugirieron que ademas del FFp completo, que
tuvo un efecto benéfico en la maduraciéon nuclear, fertilizacion y division
embrionaria, algunas de las fracciones obtenidas por ultrafiltracion, por

cromatografia de intercambio i6nico o filtracion en gel, tuvieron el mismo efecto.
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Esta actividad la reportaron en una fraccion con M, de 10 a 200 kDa vy

determinaron que su naturaleza era &cida. Los ovocitos madurados con esta
fraccion después de la fertilizacién produjeron embriones que al ser transferidos

llegaron a término (Yoshida y col 1993).

Naito y col (1990), obtuvieron una fraccion de mas de 12 Kda, termoestable
a 56°C por 30 min, con un efecto estimulante sobre la formacién del PNm. Estos
autores indican que la inhibina, producida por las células foliculares de la
granulosa, o los glicosaminoglicanos como el condritin sulfato y heparan sulfato,
producidos por las células de la granulosa en respuesta a la FSH, pueden ser las
moléculas responsables de este efecto en el FFp. Sin embargo, segun Yoshida y
col (1992a), a diferencia de lo encontrado por Naito y col (1990), reportaron que la
actividad de este compuesto sobre la maduracion nuclear se perdié cuando se
calentd a 56°C por 30 min. Por lo tanto se duda que el efecto sea debido a
glicosaminoglicanos, pero sugirié que puede ser de caracter lipidico.

En un trabajo realizado por Gallardo-Ornelas y col (2001), se obtuvo una
fraccion proteinica que en el medio de maduracion adicionado con

gonadotropinas, incremento la maduracion.

La R5 fue la Unica que presentd una banda proteinica de 53 kDa, que
aparece también en el electroferograma de la FSH y la LH utilizadas en este
estudio. Esta region, al igual que las gonadotropinas, tuvo un efecto favorable en

la maduracion nuclear y citoplasmica.

Las R1, R2, R3 y R4 presentaron bandas proteinicas con M, similares, de

79 a 75 kDa que no estuvieron presentes en la R5, pero que si se encontraron en
el FFp. Ninguna de estas regiones promovio el rompimiento de la VG, por lo que
existe la posibilidad de que estas proteinas puedan corresponder a factores
involucrados con el mantenimiento de la VG. El hecho de que estas bandas estén
en el FFp puede deberse a que estd compuesto por todas las regiones y entre sus

funciones, esté la de regular la maduracion de los ovocitos.
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Los grupos CSH, FFp, R1, R2 y R5 presentaron un incremento en el
desarrollo del PNm. Sin embargo, no se encontraron bandas proteinicas de la

misma M, en estas regiones, por lo que se puede suponer que en la maduracion

citoplasmica debe estar involucrada mas de una proteina del FFp.

Aunque la R5 no mostré una diferencia significativa en al reduccion de la
polispermia (18%) en comparacion con el FFp y la R1 (30%) se observo que esta

region tuvo una tendencia a disminuirla.

Polisper mia

La fertilizacibn monospérmica es una caracteristica esencial para la
reproduccion de los mamiferos. La polispermia es una condicion patoldgica en los
mamiferos que impide el desarrollo o provoca anomalias en el estado embrionario
temprano. El bloqueo a la polispermia ocurre a nivel de la ZP o de la membrana

plasmatica.

La incidencia de polispermia en el ovocitos porcino in vivo es muy alta (30-
40%) en comparaciéon con otras especies. Xia y col (2001), indican que la
polispermia puede ser una condicion fisiolégica particular del porcino. Estos
autores realizaron un estudio en el que se analizaron por medio de microscopia
electronica embriones producidos in vivo, en estado de cigoto hasta moérula. Los
embriones mostraron blastbmeros con espermatozoides accesorios, lo que
sugiere que en el porcino, la interaccion del espermatozoide con el ovocito no se
detiene inmediatamente después de que ocurre la fertilizacion. Este estudio reveld
la presencia de lisosomas con cabezas espermaticas no descondensadas,
sugiriendo que los embriones pueden tener la capacidad de eliminar en cierta

medida los espermatozoides excedentes mediante la actividad lisosomica.

Han, y col (1999b), reportaron que hay embriones polinucleares que pueden
desarrollarse y llegar a término, ya que no todos los PNm de los ovocitos
fertilizados participan en la singamia. Sin embargo, una gran proporcién de los
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embriones producidos por fertilizacién polispérmica, tienen patrones anormales de

division y presentan poliploidias.

En la FIV, la polispermia es uno de los mayores problemas ya que pude
llegar hasta el 65%. Esto disminuye la cantidad de ovocitos que se desarrollan
hasta blastocistos (Abeydeera y Day, 1997; Li y col 2003; Wang y col 1998; Xia y
col 2001). La polispermia es una condicion multifactorial que puede ser producida
entre otras razones, por las condiciones del cultivo, durante la maduracion de los
ovocitos in vitro. Existe una relacién entre la maduracion adecuada y la capacidad
para llevar a cabo la exocitosis por parte de los GC que impiden la polispermia
después de la penetracion. Debido a esto, los ovocitos con maduracién nuclear y
citopladsmica adecuada son capaces de ser activados y de poner en marcha los
mecanismos del bloqueo de la polispermia a nivel del oolema y de la ZP, por lo
gue es mas factible que estos ovocitos tengan una fertilizacion monospérmica.
Esto se relaciona con el estado fisioldgico del animal, ya que los ovocitos
madurados in vitro de los animales prepuberes son menos competentes y pueden
tener una predisposiciéon a la polispermia. En la polispermia también se involucran
factores que corresponden a los espermatozoides. El empleo de concentraciones
espermdticas adecuadas durante la FIV es importante para disminuir la
polispermia. Las causas de la polispermia aun se encuentran en estudio y no se
conoce lo suficiente para reducirla a nivel de laboratorio (Han y col 1999a; Han y
col 1999b; Niwa, 1993).

En el presente estudio, la R1 fue la Unica regiéon que mostrdé un efecto de
reduccion de la polispermia. Los resultados observados en el gel indican que una
proteina con M, de 46 kDa puede ser la responsable de este efecto, ya que esta

no se encuentra presente en las otras regiones. El FFp present6é una banda de 45
kDa, puede ser que ambas bandas correspondan a la misma proteina y estén

relacionadas con la disminucion de la polispermia.
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8. CONCLUSIONES

El FFp de foliculos menores y mayores de 5 mm present6 efectos similares

cuando se utilizé como suplemento en el medio de maduracion.

El FFp con gonadotropinas y EGF mostré6 un efecto sinérgico ya que
incrementd la maduracion nuclear y citoplasmica, la eficiencia de la fertilizacion y

la polispermia.
El FFp sin gonadotropinas y sin EGF redujo la polispermia.

La R1, que comprendi6 las fracciones mas basicas en el cromatograma,

incrementd la maduracion, la fertilizacién y disminuy6 la polispermia.
La R2, tuvo un efecto similar a la R1 en la maduracion citoplasmica.

La R3, situada en la parte intermedia del cromatograma, tuvo un efecto

inhibitorio en la maduracién nuclear y citoplasmica.

La R4, al igual que la R3 mostré un efecto inhibitorio en la maduracion e
incrementd la eficiencia de la fertilizacion de los ovocitos que maduraron de

manera espontanea.

La R5, que abarco las fracciones mas acidicas del cromatograma, presento
un efecto positivo en el rompimiento de la VG y favorecio la maduracién nuclear y

citoplasmica.

Las fracciones que tuvieron los efectos mas importantes fueron la R1, R3y
RS.

La R1y el FFp presentaron una banda proteinica de 45-46 kDa que podria

estar relacionada con la disminucién de la polispermia.

La R3 y la R4 tuvieron dos bandas de 71 y 19 kDa que podrian estar

implicadas con la inhibicion de la maduracion.
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La R5 al igual que el FFp presenté dos bandas de 139 y 124 kDa que

posiblemente pueden estar relacionadas con el rompimiento de la VG.
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9. PERSPECTIVAS

Aun se desconoce a qué proteinas especificas pueden corresponder las
bandas que se presentaron en las cinco regiones del FFp, por lo que se requiere
hacer un analisis de secuenciacion y de espectometria de masas para identificar
las proteinas presentes en las regiones del FFp que tuvieron efecto en la

maduracion y la disminucion de la polispermia.

Una vez identificadas y aisladas se deberan probar en los medios de
maduracion para verificar si su efecto es el mismo que se observo en la MIV, FIV

y polispermia.

Si los resultados son los deseados, se propone desarrollar medios definidos
gue contengan unicamente los componentes que favorezcan las condiciones de
maduracion y fertilizacion, para que con esto se incremente el nimero de cigotos
monospérmicos. En estos se podran aplicar las técnicas requeridas para la
produccion de cerdos transgénicos que proporcionen proteinas de uso
biofarmacéutico, tejidos u érganos para xenotrasplantes. Ademas, es importante el
desarrollo de sistemas de MIV que sean confiables, para que ayuden a estudiar y
comprender las bases moleculares de los mecanismos que promueven la
maduracion nuclear y citoplasmica, la fertilizacion y la polispermia en los ovocitos

porcinos.
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11. ANEXOS

11.1. MEDIO TL-HEPES-PVA

Para lavado de complejos ovocito células del camulo antes del cultivo en medio de

maduracion.
Componente PM mM g/1000 ml | g/2000ml | g/500ml
Na Cl 58.45 |114.00 |6.6633 13.3266 |3.33165
KCI 74.55 3.20 0.2386 0.4772 0.1193
NaH,PO, 120.00 |0.34 0.0408 0.0816 |0.0204
lactato de Na* [112.10 |10.00 1.4 ml 2.8 ml 0.7 ml

MgClz. 6H,0 203.30 |0.50 0.1017 0.2034 0.05085

HEPES 238.30 |10.00 2.3830 4.7660 1.1915

Piruvato de Na |110.00 |0.20 0.0220 0.0440 0.0110

Sorbitol 182.20 [12.00 2.1860 4.3720 1.0930

NaHCO3 84.00 |2.00 0.1680 0.3360 0.084

CaCl,.2H,0** 147.00 |2.00 0.2940 0.5880 0.147

Gentamicina 0.0250 0.0500 0.0125
Penicilina G 0.0650 0.1300 0.0325
PVA 0.1000 0.2000 0.0500
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*60% (VIV)

** Agregar al final

Ajustar el pH a 7.3 - 7.4 con Na OH o HCI 1N
Esterilizar por filtracion en membranas de 0.22 nm

Almacenar a 4°C y usarlo en un periodo de 2 a 3 semanas.
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11.2. MEDIO PARA MADURACION IN VITRO LIBRE DE
PROTEINAS PARA OVOCITOS PORCINOS

TCM 199 Modificado

TCM 199

PVA 0.1%

D-Glucosa 3.05 mM 0.5496 g/l
Piruvato de sodio 0.91 mM 0.1 g/l
Penicilina 75 mg/ml

Estreptomicina 50 ng/ml

El medio se suplementa con:

EGF 10 ng/ml
Cisteina 0.57 mM
LH 0.5 ng/ml
FSH 0.5 ng/ml

Cuando se emplea Pergonal se ponen 26 m/ml en lugar de FSH y LH.
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PREPARACION DE LAS HORMONAS LH Y FSH

LH  (Sigma L 5269) 50 ng/ml. X 100

FSH (Sigma F-2293) 50 ng/ml. X 100

Pesar 0.005 g de la hormona y disolver en 10 ml de medio.
Tomar 1 ml de esta suspensiéon y agregar 9 ml de medio (dilucion 10 X).
Hacer alicuota de 100 ni.

Conservar a -70°C

PREPARACION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)

EGF (Sigma E 4127) en presentacion de un vial con 0.1 mg.

Hacer una dilucién con TCM-199 con BSA al 0.1% para tener una

concentracion de 100 ng/ml.

Tomar 10 m y de esta dilucion y llevar a 1000 mi con TCM-199 para obtener

una concentracion de 1 g /ml.

Hacer alicuotas de 200 mi.

Conservar a -70 °C

115



116



11.3. MEDIO AMORTIGUADO CON TRIS MODIFICADO

MEDIO DE FIV

(Modified Tris-bufferd medium, mTBM)

Componente mM g/100ml
NacCl 113.1 0.6611

KCI 3.0 0.0224
CaCl;.2H,0 7.5 0.1102
Tris* 20.0 0.2423
Glucosa 11.0 0.1982
Piruvato de sodio 5.0 0.0550

*TRIS Base libre cristalizada (Fisher)

Almacenar a 4°C y usarlo en un periodo de 2 a 3 semanas.
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11.4. SUPLEMENTOS DEL TBMm

TBMm PARA SEMEN FRESCO

Tomar 20 ml de TBMm

Suplementar con BSA al 0.4% (Sigma 7888) y 2.5 mM de cafeina (Sigma
4144). (0.0098g de cafeina anhidra o 0.019g de benzoato de cafeina).

Colocar en un tubo de 50 ml, cubrir con papel aluminio con orificios.
Incubar durante 24 horas.

Esterilizar por filtracion y hacer las gotas en cajas de 4 pozos. Incubar 24
horas antes de realizar la FIV.
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11.5. MEDIO PARA LAVADO DE ESPERMATOZOIDES DPBS

(SOLUCION AMORTIGUADA CON FOSFATOS DE DULBECCO)

DPBS GIBCO BRL (11500-030)
Lot No 1015434

Presentacion de 10.6 g es para la preparacion de 1l con 0.1g/l de Ca Cl;,

Para preparar Medio DPBS 1X

Verter el contenido de un sobre en agua desionizada en agitacién a 15 -
30°C.

Agregar Ca Cl,0.1 g/l
Anadir 100 ng/ml de penicilina y 75 ng/ml de estreptomicina
Filtrar para esterilizar.

Almacenar a 4°C y usarlo en un periodo de 2 a 3 semanas.

Un dia antes de de la FIV:
Tomar 50 ml de DPBS
Agregar BSA al 0.1%

Ajustar a pH de 7.2 — 7.4 con Na OH o HCI 1N
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Filtrar para esterilizar

Incubar a 39°C hasta su uso
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11.6. MEDIO NORTH CAROLINA STATE UNIVERSITY

(NCSU) 23
COMPONENTE mM Cat.No g/100ml g/500ml
NaCl 108.73 0.36355 3.1775
KCI 4.78 P-5405 0.0365 0.1780
KH2PO, 1.19 P5655 0.0162 0.0810
MgS0O4.7H,0O 1.19 Mallinckrodt 0.0293 0.1465
D-glucosa 5.55 G-7021 0.1000 0.5000
Glutamina 1.00 G-5763 0.0146 0.0730
Taurina 7.00 T-7146 0.0876 0.4380
Hipotaurina 5.00 H-1384 0.0546 0.2730
NaHCO3 25.07 S-8875 0.2106 1.0530
CacCl,.2H,0 1.70 C-7902 0.0250 0.1250
Penicilina G 75 mg/ml PEN-K 0.0075 0.0375
Estreptomicina 50 mg/ml S-6501 0.0050 0.0250

Ajustar el pH a 7.2-7.3 y esterilizar por filtracién

Almacenar a 4°C y usarlo en un periodo de 2 a 3 semanas.

Cuando se emplea como medio de desarrollo de embriones, suplementar
con BSA al 0.4% (Sigma 8022), y esterilizar por filtracion antes de hacer las gotas

en la caja de 4 pozos.
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