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INTRODUCCION.

El desarrollo de técnicas de vanguardia en el campo de

la reproduccién, -tales como—la FERTILIZACION--IN VITRO -(FIV) y-la -
TRANSFERENCIA DE. EMBRIONES (TE) es cadauvez mé3eamp1io¢=La FIV -es

un -- proceso que involucra 1la participacién .de ovocitos @y
espermatozoides con un determinado grado de madurez y a un tiempo - -
preciso - :para gque :ocurra.-su-adecuada -interaccién, -logrando-asi -la -

fertilizacién ‘en condiciones del laboratorio. ’

Chang - en -1959 - -trabajando-can-——conejos; - fue-el primero-

en lograr—la FIV:enmamiferosi—:=:Desde —entonces—esta técnica ha
[ ]

sido . una -- d4til ‘herramienta - - - para -  -investigaciones . .sobre

capacitacién espermédtica, .. reaccién __acrosomal, penetracién vy

fertidizacidn,empleando -para—ello-varios - modelos -experimentales, -
entre los—cuales destacan-el-—ratén, - cricetos conejo, cuyo, gato,
perro, borrego, vaca e inclusive el—hombre-{Brackett et al;-1981;

Bavister;1990).
Las  aplicaciones que ha tenido-la FIV  han sido en
diferentes campos - tales como :

Investigacién Basica, - donde“*se'hamprofundizadoren -.el

conocimiento-de la biologia de los gametos participantes tanto en

el -proceso--de—maduracién-como-en--su- interaccién- y - desarrollo -.

tehpnanoideltembrién.

En Ya Produccién-Animal, -donde-es posiblé la utiligacion

de _—hembras —de —elevado-valor -genétieo-imposibilitadas:-para-—Jla —-




reproduccién in vivo, asi como la Trecuperacién de material
genético de los rastros para producir. embriones -de elevada
calidad-  genética - incrementandeo-*-el numero - - de animales
- especializados -"en produccidén --de carne :=o._..leche {Yoshida,1987 .

Goto, '1989; ‘Toyoda y Naito, 1990).

En la Preservacién-de-Especies en-Peligro de-Extincibny== -~
a través de -la -activacién de ovarios-de:hembras:-con.problemas—de .-

reproduccién-—-en cautiverio o de_agquellas imposibilitadas para - la

reproduccidén-=in ¥ivo-—-debide—a-dea incompati-
conductual en relacién a-su-pareja;--asi -como para —incrementar-la

variabilidad del -acervo génico—{Wildt; 1996} -

Eh :pgoSLemaS*gg?Fertf%idad»Humanaywdondevaor alguna
razén la fertilizacién -in vivo no tiene—-éxito, wes -posible
realizarla—3in _vitro -y . posteriarmente - transferir - -el -embrién-.
resultante-—a=la -madre-para-gue-continie su--desarrolloe.-- Asi come .. __ _

su maplicacidn .para —anédlisis-de cromosomas —de-—espermatogoides— -

después=de—penetrar-al —ovocito -“(Edwards gt gl5-39697 " Ba Aster;— -

=y

1990). -

A pesar de que en-eada-uno de eétos-objetivos- existen

avances - -evidentes, - el progreso y--aplicacién de la FIV ha sido

lento;—debido—en parte a-problemas inherentes a la técnica,-dada—
su ...complejidad y costo, . .asi- como -a -la - -dificultad de

interpretacidén ——de—datos; ——Ppor-—la -~diversidad - de --técnicas

utildzadas=peor los-investigadores "Austing-71990F==_




En los inicios del desarrollo de la técnica, era comin
que 8e incorporaran componentes biolégicos -naturales a los
medios de cultivo, tales como suero sanguineo, células ctimulo o
fluidO“ztoiicniar;r;con1nintenciﬁnu;der;conaezxar::iazfviabilidad S
espermidtica iy tener una:adecuada capacitacién, reaccién acrosomal
y  por —consecueneia-—efieiencia- en =la =-fertilizacibén.. : Estas.--
condiciones -se han  .ido. modificando al substituir medios de
cultivo;no;definidos‘porﬁmédios, definidos en los gque se conoce a
la mayoria de los ‘. factores —con excepcién de agquellos asociados
a la albumina ssérica :bovina. - Con esta medida "se. ha logrado tener- --
reproducibilidad- --de resultados -y facilidad para la -comparacidén -
de datos-:{Bavister;1984; " Eng-et al, 1986).

, ,

La -técnica  de -FIV- se originé  -empleando modelos
animales en particular criceto, réténdy*conerTﬂposteriormente se
hize==}ta —adaptacidén —exitosa 'a gametos & embriones. humanos,
continuande--asi-su desarrollo. - Desde la primera- demostracién de
F1V+en -humanos -1levada za cabo-—-en —1969, —hasta-que—selogré-el—
desarrollo ‘al -estadio.de blastocisto,-- sélo_hubOAunoéuzaﬁpSJ;de_;~
diferencia y hacia 1978 ocurrié el primer nacimiente de un niho

producto:-de FIVW(Steptoe~y*Edwards, 1978).

A partir  de .-lo anterior se produjo un auge en el
desarrollo -y-aplicacién .clinica -de le FIV-en humanos, diferente a
lo que-sucedid:en - otras -especies -animales -en las _.cuales -la FIV

tuvamun-lenfOLdesarrollo {(Hedrick,1986).

Un gran problema-al que -se enfrenta-esta-disparidad--en




el desarrollo de dicha técnica es 1la dificil extrapolacién de
datos -entre - .especies . debido .a.,»la: existencia de variaciones
notables como ocurre en particularidades de fertilizacién y
: ejemplos - es conocido——que €1 —

embridén --de Tatén no .requiere . de -aminodcidos “-exégenos - para

desarrollotempranc:del ambritn. P

alcanzar:--el- -aa‘stadi%c:a—m;detéblaitocif:sjtur:*_i;g witro, -Tpero ———este T -
requerimiento .es indispensable -para el desarrollo ‘del blastocisto

de conejo (Wolf;I990).

Por "otra --parte ~-dada - -la .existencia de . .limitantes

practic

humdnoss-——la — alternativa -——seguiréi .8 wnda;-;lnsmenm_-:la o e e
investjgacién -en _modelos ' :animalesiy:para de  —ahi~~tomar. puntos — -
aplicables- -a-l ser -humano,--sirviendo-esto_-ademids -como_un _método _de
entrenamiento--para ~los -futuros . .técnicos--en —EIV-. .(Wright. .y ...

Bondioli; 19815 Austin,1990; Bavister, -1990). -

Un aspescto-importante-en:=ia -t
de maduracidén -de -ovocitos-que -serdn-fertitimados—-Este—puede sET SR
in vivo, con ©T-sin un-—tratamiento-adicional—para—producir- - --la -—--
hiperovulacién y - recuperar -los -~ovoc’i-'bc.swmadv,ﬂ-os*%n»-"l’-os -foliculos
antes dela—-ovalaciéno-Treciénmrovulados—en—el —ovidueto~—In vitro
donde -se .recuperan- ovocitos --inmaduros —~foliculares que :son
sometidos .-a _condiciones especificas de incubacidn-y medios - --con - -
hormonas— para-permitir que-alcancen-su madurez.. _Este método ha -
presentado-_ _problemas muy-. caracteristicos .como:el que &:-.veces -
algunos ovocitos no logran --una-maduracién citoplédsmica —completa-- - -

para-_permitir . la descondensacién-adecuada del material— nuclear—




del espermatozoide. Sin embargo tiene la ventaja de utilizar
ovocitas  provenientes de ovarios obtenidos- en rastros (Iritani

et al, 1978; Kikuchi, 1991).

En cuanto-al modelo de cerdo -para-FIVy—--ha sido - ‘usade -:=-
principalmentepara- ~~investigacién-bésica win-alcanzar--ain da- -
eficiencia - tal, que permita su aplicacidén en forma intensiva
para -la -:produccitn—sanimal s{Herrman=y~-Holte, t=1981d=:y. -3981tb}+- -
Iritaniz==et &l -en -1978 experimentarcon -por-primera vez la FIV.  .en.. |
cerdo =con-:-ovocitos* madurados -in --vitro - fertilizéndolos  -con
espermatozoides--capacitados. tante=iin vivo-cemo=in—witro..—En .- .
1987, =sYoshida demostré-Ia-posibilidad-de--desarrollo-iaérnino=de —<= - .
embr~i:e:;és-_de-e-erdo—'obten-idesfpor ‘FIV:al lograr-el -nacimiento -de -3 -

lechones.-

En el fihabormm,ﬁiofdgixf irside e Universidad—
Aut@uma&mgm:‘:l;zwhmﬁ:mmﬁmm__
las - ——caracteristicas-—de1a -Zona Pelicida—(ZPi-de -ovocito=s--de

cerdoi—=Se-han—preparado—anticu

policlonales : s=—contrai=lea -ZP —-solubilisac
componentes;=demostrando--gue =talés—anticuerpos=inhiben-en forma-——-
parcial ~—“1a unién de Ios espermatozoides  -al—ovoeito -- in —wvitro.

Tode =elleo—come-parte de—una - linea-de--investi

a4cién --que tiene por-
objetiwvo :contribuir al-conocimiento :del proceso=:de-  fertilizacidén -

y a._. largo-—plago ~ee1tberar~ﬂ~en—=e§r-—;-éesm&oe=da—?unmmww
anticonceptiva-de -uso-humano. El -paso-siguiente-es—probar-e6i- -log---
anticuerpos:=sonscapaces-de—inhibir la fertiltzacién in vitro;-—-~de—i_.
aqui.--la ipevesidad—de rcontar-——con—un sitema de FIV-en—el —cerdo |

(Fierrs=et al,=199Y 7 Paterson-gt=al, 1992).




MADURACION DE GAMETOS.

Para poder efectuar 1la fertilizacién exitosa entre
un ovocito ~y un——espermatozoide; - . es -imprescindibie--que—estas - -
células lleven a cabo un proceso '.de -‘maduraciéns' —Dado -que tal
procesc - ‘es —sustancislmente <diferénte-entre ~ .ambas —cvélulas; se

tratard por separado.
MADURACION "DE. OVOCITOS.

En las chenmbras.de_-los mamiferos, ..la divisidén-medidatica
se =dinicia . -durante el pericdo-fetal para llegar-ma un . estado. de .
deteni;liento conocido como-dictioteno, —.durante la Profase 1, -la
cual se alcanza -previa al nacimiento, existiendo-por-tanto---una
dotacién -<f£ija-- de -ovocitos para toda-ia vida de la _hembra. . con
excepeidén .del . grupo -de los Jéxnures,_,(mhibaulh, -2 19773 Rossdo .y . _

Rosalesy -1890) .

Los -ovocitos-permanecen-en—dictiotenc=hasta-gue -tiene - -

lugar—el-desarrollo-folicular -durante—} de-ahi--hasta -

agotar sus células germinales. Durante -este:-tiempo—31os -ovocitos
maduran--paulatinamente yproceso-que. los‘slal‘eita’fé.’ de .1a Profase I a . -
la —-Metafase = .II volviéndose -=aptps _para  -—ser fertilizados

(Gwatkin; 1977y -

El - proceso---de. -maduracidén...depende—:--de = _.complejas .
interrelaciones - —entre--iag -moléculas:-~foliculares -tales--como—-

péptidos == --purimas, - esteroidesy—factores——de —--crecimisntey-..




nucleétidos ciclicos y productos del metabolismo como la
fosfoinositidina. Estas interrelaciones pueden establecerse con
otra -serie-de factores-atn no identificados -y actuar a diferentes
fases :-de-esarrollo {Rosado ¥ Rosdles, 1991). Lo _anterior..es
con--el ~fin ‘de dotar ‘al ovocito ‘de:- ‘mecanismos - que ::le ‘permitan-
iniciar .el bloqueo de la -polispermia, .inducir-la descondensacidn

espermatica -y 7lograr la formacién el prontcleo-masculino— -~

El procesco de maduracidn del ovocito debe de efectuarse
bisicamante-a-tres-niveles: ~—-nucltenr, --citeplasgiidticosy-membranal =~ —
(Gwatkin=-19877;"Downs,—1990 " Ping=y-Foxcroft;1992).— -

. -
A nivel ..nuclear -zdebe-—terminar-- _Ja-primera--—-divigién— .

meibética ..y -llegar-—hasta _la Metafase Il con la _expulsitm —del— .

primer—corpisculo -polar. - El-nicYeo "del ‘ovocito tierié un reducido
papel:en -la Treprogramacidn -de-proteinas durante-—:su. -maduracién - __

As iendo =regulado:-el =proceso-por traduccidén . selectiva --del -RNA -

mensajero —almacenados—mis=que=p
mem del-=sibstrato-y-en-el control == =
de Zla .reprogramacién —del citoesqueleto y--protefnas. -A nivel
citoplasmético.hay cambios de sefiales intercelularés, reubicacién

estratégice-—de -organelos, —incremento-en—el nGmero —de grénules . - _
corticales - -y en-el:. desarrollo :del ‘factor--de- de‘seondensacién;__de -

cromatina ‘del-espermatozoide-{Gwatkin, 1977 :Downs4-=1990)..7 _~

Existe = una ~Telacién - directa--entre -el --=desarrollo - .

foliculary-el-del ovocito; aunque -en_ocasiones-los -mecanismos—de - -




crecimiento del ovocito puedén llegar a ser relativamente
independientes del desarrollo folicular per se, encontrédndose
inclusive ovocitos - con _desarrollo. _completo __en foliculos

pobremente desarrolladés tMangia“y -L*ah’“ipaﬁi.,' 1971; Motlik y Fulka,

1986).

El . volumen=-del-ovocito:se-incrementa unas=:20_-yveces_. -
durante.:su . .desarrollo, -principalmente.debido.a la-acumulacién de .
material - citoplédsmico. . Los -ribosomas-incremeéntan 8 veces su

numero--sugiriendo—asi-un-aumen

iniciar=su desarrollo, el ovocito mide-13=18-um de-didmetro -y—=al _
final , de - éste --alcanza:-aproximadamente -80 --um.-aunque -esto

dependiendo—4de - -ka -es8 — - Canipani,

te-{Ma
1977). |

En -el estado dictiado del ovoei.to.,i. ‘es caracteristica la
presencia.--de-un -nlicleo prominente -por lo _gue en.este momento se

le *denemina—'vesfcula——

ocurre el rompimiento de la vesicula germinal concluyendo 1la

primera:divisién -meidticay producisnde doscélulas -hijas; una.-de .

las - -cuales— conserva-—la mayor=parte-del-citoplasma—y 1a _otra—-
formada . principalemte——de - material- nucierar;r&s‘.—cuaiw: recibe . el
nombrée :—sfde—-aeeﬂuerpc~-=-«;polar+-%4iv.isi6nmi6tida;.se-deti,ene.____
nuevamente en.. metafase.. 11, __permaneciendo gsi - hasta. -que el
ovocito - - _es. . fertilizade —o en :.su =~ &efe?ct’o = activado

partenogenéticamente-y 1legar ~finalmente-a- -segunda-——divieidn - -




celular produciendo el segundo cuerpo polar.

L)

El foliculo ovérico es el microambiente donde el
ovocito  ‘madura;-- asi ~-que -la -interrelacién --que--mantiene -con. -
las células - foliculares es importante para -la -ocurrencia del -
fenémeno.- Las células® foliculares v el ovocito -~ mantienen-
comunicacién - directa ‘a través .de prolongaciones citoplasmédticas—
de las células :foliculares. mismas-—qgue atraviesar—laZP- y el -
espacio :..‘;perivi‘b?bim spara—=llegar:al .0itopleasme-del--ovogcito -~-en . .-
donde - ‘producen . un sincitio funcionando . metabélicamente unidas
con-—el -ovocite siendo éste el -medio-para-el. paso:-de --nutrientes,.. . -
iones -e:informacién a-travésg-de segundos mensajeros .coma.el -AMPc. -

{Gwatkin, 19773 Downs;.1990; Ding-y-Foxcroft, 1992).

Por medio:..de :las uniones comunicantes asi como _por
menzajeros -—quimicos =acumulados--en--el —-liquido - folicular,-las™ -
célules—=foliculares—ej ercear%ma -influencie—3inhibitoria en el
mant,enimiehﬁo;‘del,,,.ovoci’to*'~en el estado_de dictioteno - (Tsafiri y-

Chanring., -1975a)~ - .

m— - Las s

morfolégicos :conforme va .madurando el ovocito. _Entre las células
hay :presenciade moco, producido porellas uma=vez-activadas - -por:—
las -=gonadotropinas --o »apor'--—iiét:rossagen:tes‘;i—sque,:':irrcrementarx;:'tos -
niveles-“-interceluleres—de-AMPcs— 1la ’mayor—:mnﬁdad -de-—- moco.-Se- -
produce - -durante: la -mé&xima --concentracién --de -:la hormona .
luteinizante (LH) ¥y :la ovulacién, .con . lo que.el -ovocito adquiere
un --aspecto-=caracteristico._conocido. ..como . "expansién- de las=___

célulms -cimulo” . el einalztiene -por  funcidn:hacer :  eficiente- ‘el __~




movimiento  “eiliar’ al — pa¥s—delL B¥oeito por el "dviductos-Esta

. —-como un--signo: del—=proceso :de=maduracién=—(Phillips et al;=1990).

-—-- -~ ——hag - células—cimulo— contienen— numerosos--—-ribosomas,

reticulo endoplésmico’ . liso,. - aparato de Golgi -prominente,

B pmmirdg:ﬁepés;i:tag:::grasos ;-ﬁmﬁwﬁe-emdem En
— -~ su=matris- Be -ha:detettado dcido-hialurénico -y — -glicoproteinas

(Phillips et al;, 1990).

=--El=—papel de=— las=cé&lulni=climylo eswontribuir a. la
. :—madurecién :del-ovocitory-: prevemnir-el-endurecimiento-de— la~ ZP.

T También——= ayudan —a-conservar-= los-niveles elevados de:AMPe=— en" el

.. "

icos— retardando el
- m»»rompim.en'mmﬁmmﬁ-mmmz:qur la
—_—— --—maduraeién%——h&-—inie—iado—-las—meél.ulas;-z,—eﬁmuluv‘aeelora.m L este
I = DrOCe S0 - —'»-I:ra#&éiei—én—---&e -suero-a-les-—medios de-—culktive-in%itro ha
incrementado — la-——eficiencia: emr el pro\ee‘ﬁs o--- -de==: maduraecion

i3 Thibauléy—1977;-—-Vanderhyden: y-Armstrong,

7 == RBle detenimiento-en ml-process de la divisidén _meibtica

ha sido ampliamente estudiado, por lo que se acepta actualmente

. .que el AMPe. . est& directamente -implicado. en el  control- de la
- meiosis; - sin:~ embargo _queda por-definir témo- son regulados— sus
niveles ~¥ gqué - mol écnlaa_ delsciclto—celular-son-- fosforiladas. - por

accidén de proteinas cinasas.

]

10




Los niveles elevados de AMPc en el ovocito, impiden la
transicién de la fase G2 a Mitosis, paso que es facilitado p(.>r
una proteina cinasa de 34 KDa as{ como de otras proteinas como
las *-ciclinsas -7 (Cran-y Moor; ":“':1990;7:;—“:—:st‘“sl§—=manttenen'=—“—m~ ~vitro - -
ovocitos - -detenidées . --:en meiogis-¥ “son:micrainyectadss ~.con— la
subunidad-‘«catalftica <AMPc dependiente -de proteina —~cinasas; =--8e - -
ihducea-el rompimiento -de -la vesicula germinal, por.lo gue se cree

que una -proteina desfosforiladora .actifia en-"ese proceso. .

Eppig -y <colaboradores :en 1983, :probaron-.-.diferentes.

concenir

ovocitos-en presencia-y-ausencia de-cé&lulascimulo;=—siendo muayor =
- el —~ef ;ct'o:;inhibim_i«c -del_andlego-del “AMPc..” en los ovecitos :-con
células ciimulo, concluyendo que-existe un factor:inhibidor—en las _
células cimulo—-para-la maduracidén- -del-ovocito-gque-es activadopor -
AMPc¢. 77y =transferido =ml .:avoc::t.o_.:a Travég o cde” clas coauniones oo
comunicantes. —Es - probable’  gque Ssearel-mismé-AMP~ el que==rse —

transf-iera—al—ovocitoi—

Por otra“parte; también existen—factores—inhibidores de
maduracidén-—del .ovocito-en-ed liquide- folictdar,-:g-:demes%rada SPOT -
Changfaertﬁﬁiffcitadmbownmﬁlﬂw-r—ﬁcuéndo -reportd que -la
maduracién -espontédnea-de ovocitos de conejo_ipn vitro, se suprimia
si reran -expuestos-al fluido foliculari-=Se —han--caracterizado -~ -
parcialmente dos inhibidores _en-el- fluido folicular:iporcino. gque

son-=dos---moléeilas=pequefias—-de =Yy 22 T KDESE imaera-—s8e -—ha -

identificado=como=hi

folicular-=se=-encuentran:=ot rw:&plfmﬂlm,;.bases_—pﬁr-ma s_.yv

11 .
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nucleésidos que muestran efecto inhibitorio sobre la maduracién
del ovocito en presencia de AMPc, siendo las derivadas guanil las
mas potentes. Las pirimidinas presehtes tienen poco efecto en la

maduracién {Downs, 1990).

Otra funcién del 1liquido folicular, es durante la
diferenciacién de 1la capacidad esteroidogénica de 1las células
foliculares. El liquido folicular es producido por células de la
granulosa y en parte por transudado sérico. La lamina basal del
foliculo impide el paso de moléculas con peso de 80 KDa o mAs,
mientras aquéllas con menos de 65 KDa entran libremente. Las que

pesan de 65 a 80 KDa se encuentran en concentracién inversamente

proporcional a su tamafio (Chang et al, 1978).

El proceso de maduracidén del ovocito ocurre con una
marcada influencia hormonai. La LH modifica los niveles de AMPc
del ovocito y células foliculares. En el ovocito —disminuye sus
concentraciones y en las c¢élulas foliculares aumenta su

producecidén (Younis et al, 1989).

Los efectos de la hormona folficulo estimulante (FSH)

sobre —eélulas: - -foliculares, incluyen-un aumento en-la sintesis o--

actividad de la 3-beta-ol-deshidrogenasa y de la aromatasa de
células . de la granulosa, una activacidén del sistema de 1la
adenilato ciclasa -con incremento -en la produccién de AMPc vy
estimulacién en la sintesis de receptores en células de 1la

granulosa. (Greenwald y Terranova, 1988).
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En las cerdas los reééptorea & LH se incrementan .'de
300 en foliculos pequefios a 10,000 en foliculos grandes
preovulatorios;::lo --igque prepara-la luteinizacitn  .de las-células
de .-1la granulosa -comorespuesta d-una-mé&xima :concentracién -de “~LH

(Chang et al, I978): -

Tanto~:la ESH:coma:la LH modifican las<+vfas metabdlicas =
de ~las:céluias cimulorhacia:Ya-formactén de-piruvato—y—=-lactato, - -
ademés _-.de . :incrementar =la :‘producci®n . ..de  _progesterona 'y
glicoprotefnas=—={(Thibaulty=397%)v——h-—3a =LH -se.-de -atribuye=ia —
estimulacisn -=del AMPcsdependiente -de wnazproteinascinasa~—=(-Pekél ="

et al,,1990). . .

Desde --1935,~en gue-—Pincus. ¥ Enzmann demostraron> que .
ovocitos--de- -conejos . aislados:y-cultivados. in _vifro maduraban-

tar -=los-. ..

espontédneamenter=—=xe —ha-util-izado-este-—modedo+=

—ap—membranal,

aislados-——en- -un —medio apropiado -sin=--regquerir-—hormonas. —Fsta---

maduracién. nuclear...en -ovocitos —no —es —folfcyuto-: —dependiente ._ -

(Thibault3;-1977). -

El ‘problema—=de--
en -.caso de-eocurrir=fertilizacidén;-la-descondensacidén del---nicle€o __ .

AT e DONYR) ._..-___4.: -

del -espermatozoide nou e da, -y .en camso-de oeurririTse pregentasen




{Thibault, 1977), lo que indica que hay fallas en la maduracién
citoplasmdtica. Por lo anterior se ha tratado de mimetizar in
vitro la influencia hormonal folicular en el periodo previo a la
ovulacién con las hormonas 17-8 Estradiol y 17-

hidroxiprogesterona.

Se ha sﬁgerido que durante vel rompimiento de la
vesicula-germinal -ocurre la liberacién -de &algin factor nuclear o
induccién de cambios citoplasmdticos necesarios para. el
desarrollo del pronicleo masculino (Vanderhyden y Armstrong,

-1989).

Este factor de crecimiento.del pronitclec masculino se
va desa}rollando'durante la maduracién del ovocito.  Las células
foliculares proveen sefiales para la formacién .de este -factor
influenciadas a su vez por hormonas esteroides. Por otra parte el
uso de medios condicionados y la adicién de progesterona ayuda a
mantener- - la -integridad de .las uniones-comunicantes de -ovocitos y
células—=folicularess—lo que-sugiere-gque—su..participacidén _.en .la __
formacién -del -factor de crecimiento .del pronicleo, .es a. través

del mantenimiento de dichas uniones_{Ding Y Foxcroft, 1992).

Es importante - mencionar -que-un gran numero-de-ovocitos
nuncé llegan a madurar in vivo, debido  al -mecanismo - folicular
degenerativo conocido como atresia. En el caso de mamiferos, del
77 a1l 99 ¥ de los foliculos totales sufriran - atresiarr~qué
sucede -en cualquier etapa de crecimiento siendo méB’fredﬂente en
los - ' grandes foliculos antralesft*EnrfCOndicionés -naturales " la

atresia es un . fendémeno- paulatino__e irreversible, que se
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caracteriza porque las células de la granulosa tienen nicleos
picnéticos asi como vacuolizacién del citoplasma del  ovocito,
disminucién de .las microvellosidades, condensacién de la 2zona
pelicida y su retraccién hacia las células de 1la granulosa,
disminuyen los  receptores..a LH, - aumentan de tamafio las
mitocondrias y se produce dafio a otros organelos (Rosado vy

Rosales, 1991).

Cuando - -un ovocito es retirado de su ambiente folicular
en un .inicio  del proceso atrésico, siendo transferido a wun
cultivo in vitro, existe la posibilidad de inhibicién del proceso
atrésico- y recuperacién.del procesc.de maduracién (Hay et al,
1979). fDesafortunadamente hasta ahora no se cuenta con algin
marcador-—_bioquimice- .o endécrino que -indique  -cudles foliculos

serén atrésicos, siendo quiz4d de gobierno exclusivamente

intraovarico (Rosado y Rosales, 1991).
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MADURACION DE ESPERMATOZOIDES.

El espermatozoide adquiere la habilidad para

interactuar exitosamente con el ovocito durante su transito por

el epididimo. Estos cambios morfoldégicos y fisicoquimicos se
conocen como maduracidén. Los espermatozoides en el epididimo
proximal son poco méviles, no reconocen a la ZP y no 1llevan a
cabo la reaccién acrosomal, en contraste, los del epididimo

distal son vigorosos, méviles, se unen bien y en gran nimero a la
VA y presentan reaccién acrosomal al contacto con esa

estructura (Cummins, 1990).

El andlisis bioquimico de los fluidos recuperados
en el lumen epididimario muestra wuna gran variacién en
polipéptidos dependiendo de 1la regién, sugiriendo que el
espermatozoide esté sujeto a diferentes fluidos luminales a
través de su trédnsito por ese tracﬁo, _sufriendo remodelacién
molecular en su supérficie, aéi como epn cargas de superficie,
capacidad de unién a lectinas, distribucién de moléculas
intramembranales y composiqién de lipidos( (édﬁhins, 1990).

Durante el proceso de m&durééién epididimaria
ocurren modificaciones que incluyen cambios de maduracién
verdadera, protectivos o estabilizantes, y deteriorativos o de
envejecimiento. Los priméros se ré&quieren para la fertilizacién,
los segundos le brindaridn proteccidn durantg'su transporte en

los tractos reproductores masculino vy femenino. Los terceros

ocurren como resultado durante el paso por el epididimo o en un
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almacenamiento prolongado, por ejemplo, un aumento de puentes
disulfuro en la cromatina nuclear o en la cola, que estabilizan
al espermatozoide pero que en exceso son indicativas de

envejeéimiento (Martin, 1990; Suzuki, 1990).

A pesar de que varios cambios -morfolégicos son
obvios,. . su -significado actual es dudoso. Uno de estos cambios
‘ocurre:--en .los .espermatozcides de. segmentos. iniciales:del tracto

epididimario de rata que tienen un material floculento entre 1la

membrana---plasmética y- la membrana_acrosomal _externa, el _ cual_ .

desaparece en segmentos epididimarios distales; con lo que ambas
membranas—¥quedan-més cercanas e incluso en algunos puntos llegan
a tocafge. La presencia de este material-previene-la reaccién
acrosomal en la cual:las membranas -se- fusionan y vesicularizan en
un proceso de exocitosis para ayudar a cruzar 1las ¢élulas que
rodean . .al .ovocito, llegar _a él y . fusionarse . .con el oolema

{ Sugukiz;=1990) .

Otré cambio importante, identificado---por -medio de

técnicas de criofractura, es el de distribucién de moléculas- -de

la - membrana plasmdtica-periacrosamal. .del...espermatozoide. Dicho ...

patrén-:-de :distribuciédn se encuentra -relacionado_con la seccién
del _:epididimo donde se. _haya tomado la muestra, . siendo ademéas
caracterfstieefpara%cada—especie:f;Laszmelécuiaseintramembtanales,V:
presentan tamafios que van-desde 6-hasta 11 nm, -teniendo libertad
de movimiento en lé membrana, por lo que eﬁ,algunas”porciones del
epididimo. = _se.  _han  _.observado: . espermatozoides - con .. grupos - de

moléculas- membranales en un ordenamiento -hexagonal el -ecual-puede----

17




ser estabilizado por la presencia de un glicocalix (Suzuki,

1990).

La compbsicién de lipidoé de las células- -esperméticas- -
cambia durante su paso por el epididimo. La densidad de los
esteroles, principalmente colesterol y desmosterol -se incrementa-
en la membrana plasmética pefiacrosomal durante su trédnsito por
el epididimo considerandose que es un determinante esencial para
la estabilidad y permeabilidad de la membrana, llegdndose a
sugerir con base en estudios bioquimicos, que 1& liberacién de
colesterol membranal posterior, es clave importante para la serie

de eventos de capacitacién que preceden a la reaccién acrosomal.

[
Las macromoléculas gque median el flujo de colesterol, estén
presentes en el tracto reproductor femenino. Se sugiere incluso
gue esta inestabilidad membranal facilita la exocitosis

acrosomal (Suzuki, 1990).

Los fosfolipidos constituyen cerca del 60-=75-%_-.de-— ..
l{pidos totales en el espermatozoide, siendo importantes en -los
procesos de modificacién de fluidez de las membranas, propiedades
fusogénicas, modulacién de Ca++ATPasa y en el caso del Acido
araquidénico como substrato en la generacién..dew«eicosanoicos

{Rolddn y Harrison, 1990).

El espermatozoide abandona al testiculo con wun-
determinado complemento de proteinas en su superficie que se
modifica a través de su tradfico por los tractos reproductores —

masculino y femenino y dado que el --espermatozoide—no-—-tiene
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sintesis activa de proteinas, su composicién superficial no puede
ser alterada por las vias usuales de nueva sintesis e insercién,
por. lo que debe existir un recambio de proteinas con el medio

(Roldédn y Harrison, 1990).

Alginas moléculas que se encuentran en el tracto
reproductor pueden actuar modificando al complemento proteico de
superficie proporcionando una fuente de nuevas proteinas que
se unan o puedan insertarse en la superficie del espermatozoide.
Alternativamente pueden ocurrir modificaciones en proteinas
existentes como resultado del gontacto con los fluidos del tracto
reprédqptor. Otra alternativa,-es el almacenamiento interno . de
proteinas que el espermatozoide pudiera transportar

posteriormente a su superficie.

Saxena et al. en 1986, empleando anticuerpos
monoclonales contra proteinas membranales del espermatozoide
tanto eyaculados como de cola de epididimo, encontraron que una
proteina denominada 5, migrahandezlafcabeza hacia.el flagelo..
durante la capacitacién, efecto que revertia si se agregaba
liquido seminal o cuando se inhibia el metabolismo energético por

azida. La citocalacina B, inhibidor de polimerizacién de actinas,

también previno el movimiento de esta proteina. Los cambios
detectados en la capacitacién fueron dependientes del tiempo.
Las proteinas mostraban una localizacién més uniforme en

espermatozoides de la cola epididimaria que los de cabeza.
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Por otra parte conforme el espermatozoide
va adquiriendo madurez en su trafico por el epididimo va

modificAndose su patrén de movimiento. En estudios realizados

en carneros a través de cédnulas testiculares se pudo establecer SR

que los espermatozoides de la "rete -testis" tienen escaso

movimiento, sin embargo los espermatozoides eyaculados tiene un - -

patrén de movimiento muy activo. En forma adicional a 1lo
anterior existe, un mecanismo de-hiperactivacién—-espermatica, el
cual ocurfe en el tracto reproductor femenino, mecanismo que se
puede reproducir in vitro siendo el -cambio - mas - evidente, -la -
amplitud de 1la onda del movimiento flagelar -debido a la
flexibilidad incrementada en la regién media del espermatozoide

(Ishijima, 1990).

Los espermatozoides tanto testiculares como de
cabeza del epididimo que fueron sometidos a eliminacién de 1la
membrana plasmidtica y posteriormente. reactivados .con ATP,
tuvieron movimientos similares -—a los--mostrados por - -los

permatozoides de la cola del -epididimo no tratados,  aungque con

es
wrE e—

menor frecuencia y amplitud. Con esto sSe comprueba que la

capacidad de movimiento existe - en ambos, - - -aunque los

espermatozoides inmaduros con-su membrana- plasmiétiea— intacta,
poseen mecanismos gque previenen la expresidén de la actividad

motil (Ishijima, 1990).

La frecuencia y forma del batimiento de la cola
del espermatozoide se regulan independientemente. El1 AMPc tiene

un papel muy importante para el inicio de la motilidad
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espermatica a dosisv de 100 uyM o méds, incrementa la amplitud de
movimientos de oleaje en espermatozoides reactivados de criceto,
y aumenta la flexibilidad del flagelo en su pieza media, sin.
cambios en la frecuencia de batimiento (Ishijima, 1990). Se
--sugiere que el calcio y AMPc son capaces de regular el movimiento-
de ondas de los espermatozoides de mamiferos e incluso que
tienen un importante papel en la hiperactivacién. La capacidad
de movimiento flagelar aciivo es inherente a la competencia
funcional, siendo necesaria para el trafico exitoso por el

—-—  tracto genital femenino hasta el oolema (Olds, 1990). . e

o Austin vy Chang en 1951 reportaron que los
~espermatozoides- de mamiferos son incapaces de fertilizar cuando
soneyaculados 'y que adquieren esa habilidad después de —estar un
tiempo en el aparato reproductor femenino. Al afio siguiente

- Austin—denominé~awestewfenéheﬁo "capacitacién", que designaba el

paso de un espermatozoide completo pero no funcional a un estado
A

-——- ~fertilizantes—dada—=su-capacidad para penetrar-1a-ZP y- fusionarse -

—=— con—el - ovoeito==(FEraser, -1990). Es claro. entonces-—=que - e}l

espermatozoide debe de adquirir dos funciones muy importantes :

:la hiperactividad y llevar a cabo la reaccién acrosomal:--— -+ -—

- - En ambos procesos el calcio juega un papel
primordial. Todas las especies de mamiferos estudiados reguieren
el calcio extracelular hacia el fin de la capacitacién para poder

-——efectuar - la reaccién acrosomal y adquirir la ——motilidad

hiperactiva. La modulacién del flujo de calcio por—la . Ca++
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ATPasa y/o Na++/Ca++ intercambiadoras, puede afectarse por la
presencia de moléculas de la membrana plasmdtica, al momento de
la eyaculacién. Por ejemplo espermatozoides epididimarios de
toro, répidamente acumulan calcio, mientras que los eyaculados no
lo hacen, sugiriendo que el contacto con-el plasma semina} altera
esta funcién. Del plasma seminal de-bovino se aislé una proteina
llamada caltrina que previene o retarda la acumulacién de calcio
extracelular del espermatozoide eyaculado. Se caracferizé como un
polipéptido de 9,600-10,500 Da. Su. punto isoeléctrico es de 8.3,

lo gque indica wuna composicién de aminoAcidos rica en residuos

basicos y se presume que no contiene cearbohidratos. Durante la

capacitacién, la pérdida de estas--moléculas inhibidoras--puede
[ ]

permitir el ‘aumento del calcio —dintracelular -hasta niveles

criticos para efectuar la reaccién. acrosomal. . Estos. fueron los
factores descapacitantes reconocidos por Chang con actividad
reversible. Algunos derivan del plasma-seminal y otros del plasma

epididimario (Rufo, 1981; Rold&n y Harrison, 1990);

Por otra parte la interaccién entre moléculas
efector#é asociadas con la ZP y otros elementos del complejo
ovocito-células cidmulo y canales de- calcio para promocién de la
capacitacién espermdtica, estimulan. el _influjo_ .de _.calcio al
espermatozoide el cual puede dispararm;la reaccién acrosomal

(Roldédn y Harrison, 1990).
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FERTILIZACION.

Cuando un ovocito y un espermatozoide interactian con.

éxito llevando a cabo la fertilizacidén, sus nilicleos respectivos
se unen, aportanto cada uno la mitad del total de la dotacién de

cromosomas, iniciando as{ el desarrollo de un nuevo individuo. De

no establecerse la interaccién, las células morirén al cabo de

unas pocas horas o a lo sumo pocos dias, por ello es que los
<

organismos coordinan sus actividades fisiolégicas y de

comportamiento a fin de asegurar -la proximidad de-sus-gametos ---en

el momento mis oportuno para la fertilizacién (Epel, 1977).

El evento de la fertilizacién fué observado por primera

vez bajo un microscopio por el zoélogo suizo Hermann Fol en 1877
utilizando para ello gametos de estrella de mar y as{i aportéd un
conocimiento que ponia fin a siglos de especulacién que al

respecto se manejaba (Epel, 1977).. - —

El paso inicial para que ocurra la fertilizacién es el

reconocimiento o unién del espermatoroide-al-ovocito. Dicha unién

establecida entre la membrana plasmatica acrosomal y la ZP es
mediada por receptores especie especificos presentes en la ZP. Ep
el ratén se ha caracterizado este receptor al cual se le denomind
ZP3 con un peso molecular de 83 KDa; éste consta de una cadena
de polipéptidos de 44_KDa de peso con puentes de asparagina,
serina-treonina asi <como cadenas de oligosacaridos unidos

covalentemente. Cada ZP contiene aproximadamente un billén de
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copias de ZP3 que son sintetizadas junto con otras glicoproteinas
de 200 KDa (ZPl1) 1y de 120 KDa (ZP2). Las 3 glicoproteinas

presentan un arreglo de malla teniendo ésta un tamafio de poro de

aproximadamente -7 pm Yy dispuesta alrededor del ovocito
- {Wassarman, 1987). Cada espermatozoide se une a decenas de miles
- de copias de ZP3 por el margen exterior a la ZP, ' siendo 1las

moléculas de unidén los oligosaclridos de la ZP3 de 3.5 KDa. Por
otro lado ZP1 y ZP2 también tienen cadenas de oligosacadridos pero

los espermatozoides mno—se-unen a ellos (Huang y Yanagimachi,

1982; Wassarman, 1987).

sz w7 =#A1 principio=-.1a unidén es débil y no especifica pero
poster{ormente es mads estable, fuerte y especifica. Es importante
la orientacién mutua qﬁe adquieren los gametos durante esta unién
pues de aqui deriva si continda o no la interaccién entre ellos

(Epel, 1977; Naito et al, 1992).

o —Por-otro--tado, -—rodeando la cabeza del espermatozoide -y
Qsociadas .a la membrana plasmAtica existen diferentes protéinas
-euya - funcién -es la de unirse a la ZP taleé como lectinas,
-glicosiltransferasas, proteinasas y glicosidasas. Es probable que
la= galaétosiltransferasa -Feconozca Yy Se una a residuos
especificos de N-acetilglucosamina de la ZP3 formando de un
" complejo - enzima-substrato en el cual ZP3 sirve. como substrato.
- Les-—espermatozoides- - unidos -llevan a cabo la reaccién acrosomal

como preparacién a su penetracién a través de la ZP y fusién con

la membrana plasmédtica del ovocito (Wassarman, 1987).
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Debido a que el espermatozoide completa la reaccién
acrosomal después de la unién con la ZP, 1los mismos componentes i
de la ZP deben inducir la reaccién. Dicha funcién parece residir

en ZP3 en la cadena de polipéptidos, de forma que el

espermatozoide se une inicialmente a la ZP por los oligosacéaridos
Y glicopéptidos y posteriormente se induce la reaccién acrosomal
por 1los polipéptidos (Huang y Yanagimachi, 1982; Wassarman,

1987).

El acrosoma es8 un organelo lisosomal que aparece’

durante la transformacién de espermétidas a-espermatozoides -como - - -

producto del complejo de Golgi, contiene enzimas como
B .

proteinasas, glicosidasas, fosfatasas, arilsulfatasas y

fosfolipasas, siendo componentes de la membrana acrosomal

interna. Con la reaccién acrosomal se induce la fusién vy
vesicularizacién de la membrana plasmdtica con 1la membrana
acrosomal externa, liberacién del contenido del acrosoma Yy
exposicién de la -membrana acrosomal inﬁerna:~:Estaf~reaccién-se*~—~m~—~
caracteriza por un influjo -de sodio ¥y calcio -y  eflujo.  -de
hidrégeno a través de la membrana plasmidtica que rodea la cabeza

del espermatozoide, posteriormente actiia una .bomba de adenosin-5- _
trifosfato dependiente de hidrégeno lo que permite un incremento - -~ -
en el pH intracelular. Existe un importante -requerimiento de

calcio }asi como. -de la proteina que lo une; la calmodulina,
presente en la regién de la cabeza del espermatozoide entre 1la

membrana plasmidtica y la membrana acrosomal externa {(Wassarman,

1987).
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Después de la reaccién acrosomal, el espermatozoide
puede penetrar la ZP a través de una proteélisis limitada por
accién de 1la acrosina, la cual es producida por proteébdlisis

.-~@egpecifica - de  una proenzima inactivada llamada proacrosina,
que puede estar intimamente relacionada con la membrana acrosomal
interna. El espermatozoide cruza la ZP a una velocidad de 1 um

— = por minuto-- -haeciendo una pequefia perforacién ‘del grosor
equivalente -—-al-—-difmetro de 1la cabeza del espermatozoide

(Wassarman, 1987).

Ya _en el espacio perivitelino el espermatozoide hace

- -~contactp con el ‘ovocito, al cual se ‘adhiere y se' fusiona para
fertilizarlo (Wassarman, 1987; Yanagimachi, 1988). La membrané

- plasmdtica de la regidén posterior de la cabeza, en el segmento

: ecuatoria1~mesmla—quefse~fusionéhcon la membrana plasmdtica del
ovocito. Aparentemente después de la reaccién acrosomal, la
-—membrana - -plasmitica .- que  permanece. asociada a la. cabeza del
‘espermatozoide, sufre ~cambios —que le permitirédn fusionarse con

——— otras—membrenas.—{Wassarman, 1987; Yanagimachi, 1988f

Se ha propuestoque—para-—-lograr la fusién, es necesaria
la - deshidratacién localizada en el sitio de contacto de

membranas, asi como el establecimiento de interacciones

hidrofébicas. Posteriormente los microvilli se elongan ¥y
enclaustran la cabeza del espermatozoide, 1luego se acortan e

internalizan al espermatozoide en el citoplasma del ovocito. Dado

~== —-que la motilidad-del flagelo del espermatozoide cesa al momento
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de la fusién, la fuerza para internalizacién del espermatozoide

fusionado proviene de una regién del citoplasma cerca de la

membrana plasmdtica de 2 um de grosor, llamada corteza del

ovocito, ~donde . -se ha reportado—1la existencia de las .

protefinas ...

contréctiles actina y miosina - (Wassarman;-—1987; Yanagimachi,

1988).

Los cambios . que ocurren--a - continuacién, . -estan -

orientados a evitar 1la penetracién de mds espermatozoides- al

ovocito, --pues conducirfa a la letal condicidén de la polispermia.

Se han reportado cambios & s6lo unos—-segundos-después de ocurrida

la fertilizacidén que incluyen modificaciones_en el potencial de

[
membrana del ovocito, y posteriormente se presenta la

reaccién

cortical- ¥y reaccién de zona (Wassarman, 1989, Hatanaka et al,

1992; Naito et al, 1992).

Los grédnulos - corticales: —gue- aparecen--durante— -el

crecimieﬁto*—del.‘ovocitu—cumoﬁprsdue%es;delﬁcomplejo*
estdn ubicados en la regidén-de-la-cortesa=del ovocito.
reaccién cortical ocurre~uné fusién entre la membrana
del ovocito -y la de los—grédnulos corticales. Dicha
propaga -COmO -una ond# comnenzando en-.el-..punto de. unidén
gametos y continuando hacia la periferia del

Aparentemente la liberacién de .calcio de las

de' —G—Olg i—r -

Durante-la --

plasmatica
fusién sé
de los dos

ovocito.

reservas

citopldsmicas es responsable de -la propagacién de la _onda. Con

esto también ocurre un incremento en el Area de superficie del

ovocito, caracterizado primeramente por elongacién de

de microvilli y tal vez una reordenacién de ' la
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plasmdtica (Wassarman, 1987; Yanagimachi, 1988).

Las enzimas hidroliticas de los gréanulos, tales como
proteinasas y peroxidasas, atraviesan los poros de la 2P
modificando su constitucién, esto es, induciendo la reaccién de
zona, que se manifiesta por endurecimiento—de 1la ZP e
inactivacién de 1los sitios receptores a espermatozoides lo que
detiene el paso de aquellos que estén cruzando la ZP en ese
momento, todo ello para evitar alin mds la posibilidad de
polispermia y proveer una capa protectora para el cigoto y
embrién temprano (Wassarman, 1987; Yanagimachi, 1988, Hatanaka .et

gl; 1992).

Antes de ser fecundado, el ovocito se-encuentra en . -un -

estado en el que su metabolismo estd detenido, 1la respiracién,

transporte y sintesis de proteinas y ARN estdn considerablemente .

reducidos, no habiendo en absoluto sintesis de _ADN. Con -1la

““fertilizacidn se produce activacién-—general -del metabolisme, -

dando comienzo al desarrollo embrionario. .Asi la funcién _del

espermatozoide se limita a poner-en marcha un programa genético - -

previamente establecido en el ovocito (Epel, 1977).
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JUSTIFICACION.

El montaje de técnicas de vanguardia— en biologfia de 1la
reproduccién como la fertilizacién in vitro, abre una serie de
[ ]
-~ ~posibilidades de estudio, caso concreto el que de aqui derivaré

- para - -determinar-del--efecto-de los anticuerpos anti-zona pelicida

"sobre la fertilizacidén in vitro de ovocitos de cerdo, asi como
futuros estudios del proceso mismo -de la fertilizacién,

e mieromanipulacién-de gametos—y embriones—y reproducecién asistida.
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OBJETIVOS.

GENERAL:
Montaje de la técnica de Fertilizacién in vitro de

ovocitos de cerdo madurados in vitro.

ESPECIFICOS:

Control de variables como pH, osmolaridad,
suplementacién de medios con hormona foliculo
estimulante, 1luteinizante Yy 'estfadiol, albimina
sérica bovina, piruvato de sodio, -glucosa,

gentamicina, tiempo y condiciénes de incubacién,

transporte y manejo de gametos.

Obtencién-—de -espermatozoides y-ovocitos maduros aptos

para la fertilizacién.

Lograr el desarrollo inicial del cigoto hasta el-

estadio de 4-8 células.
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MATERIAL Y METODOS.

Se emplearon las técnicas descritas por Bavister vy
Yanagimachi;1977; - -Bavister et al 1983 y Parrish et al 1985 con

algunas modificaciones .
MADURACION DE OVOCITOS.

Los ovarios fueron colectados en el Rastro Frigorifico
y Empacadora- "ABC" ubicada en Los Reyes La Paz, Estado de
México. Se seleccionaron aquellos de aspecto saludable y que
tuviera;—z foliculos - de -entre 3 vy 6 -mm--de . diametro, se
transportaron al laboratorio en un tiempo no mayor de 2 horas
en un termo con solucién salina (0.157 M NaCl) a 35-'C. Una vez
en -el laboratorio, se -lavaron dos veces.con  solucién . salina,

manteniéndose -en-esterilidad.

La obtencién de los ovocitos se llevé a cabo en 1la
campana - de flujo laminar horizontal marca VECO y consistié en
puncionar los. foliculos con una jeringa hipodérmica plastica de
10 ml _con aguja calibre 21 (Becton Dickinson) para aspirar el
liquido folicular vy el complejo ovocito-células cimulo (OCC).
Esta suspensidn se colocéd en tubos de centrifuga de
pélicarbonato de 12 ml. Se dejé en reposo por 15 min a fin de
pérmitir la sedimentacién del OCC asi como fragmentos de pared
folicular. Posteriormente con sumo cuidado, se introdujo una

pipeta Pasteur hasta el fondo del tubo v se aspiré
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aproximadamente 1 ml del -contenido, el cual se deposité
lentamente .-en una caja Petri de vidrio de 5:cm de didmetro - para
la identificacién 'y clasificacidn de- los iovocitos icolectados-..en .

un microscopio estereoscdépico-(ZEISS) .~

Se :selecci

color-:-café, uniforme .y -rodeades de una.masa considerable de
células—cimulo. --Una. - vez identificados— ¥y con--ayuda --de una -
micropipeta;<—los—0CC-se-lavarom-en—2-veces——en - gvt«a_sfjée—%(}fﬁi'- N
medio de: Maduracién {medio—1985 - MICROLAR),-suplementado-con—10 %~ -

de '.suero :fetal -bovino . inmactivado a .50 *C, 2 U¥/ml  de" FSH y 2

UI/ml_-de LH (Gonadotropyl, . SERONO), 1 ung/ml-de estradiol (178 .-

- a 280-290_mOsm/kg en .un osmémetro marca OSMETTE." ™

Se prepararon_ cajas..de cultivo__de _.4 pozos de . _.
cubiertas —con_saceite de Parafina -y equili

poliestis

=156 0CC ™ por -

en --la -incubadora a=37"C.-Be. dejaron-madurar--de 19 ;
gota--—durante 48 horas a 37-"C :en una-atmésfera-de=5-% de CO 7

95 % -de—-aire y 100-% de -humedad-relativa. .
CAPACITACION DE ESPERMATOZOIDES.

El -sBemen =8e obtuvo de verracos.con fertilidad _.probada

siendo~una donacién—de la Granja Experimental—Porcina de la -UNAM;

s
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ubicada en Zapotitléan, Tléhuac, D.F.

El semen:-se obtuvo «-por la :técnica :-conoecida:--.como =
de mano -enguantada. Se colectdé "en un térmo, al cual se 1le
colocaron gasas para filtrar el semen—y gue mno permaneciera - en
contacto:--con-:la fraccién.--—gelatinosa- del. --mismo, =posteriormente
se llevé al laboratorio .de .la; propia -granja -para-su evaluacién y-
cuantificacién. - ‘De aqui se tomé:una-muestra de -aproximadamente.
10 ml,=-la .cual se . =recibid=en -=un =tubo:-:de-—=centrifuga- de -
policarbonato :de .12 ml y:se guardd :en_un- termopara-su —-trastado ——

al leboratorioe-en un tiempo -zic mayor-a-una hora. -

. Se _prepararon: ica,iax:-::de:i:pozor*conf&:s ~ml —de -medio -
TALP=HEPES—{ver-apéndice)-supkementado -con :1--mM -de —-piruvato- de |
sodio; .6 mg/ml de albimima-sérica—-bovina, =fraceidén-V-{SIGMA de
MEXICO)=y-50 pg/ml de gentamicina,-—-ajustado = 290-300.-mOsm/kg .y . .
se -colocaron —en  la incubadora durante 2 horas . -para --que- .se -

equilibrara su temperaturai:i— . -

Con una -micropipeta se resuspendié—el semen—-fresco-y=-se . . .
colocé—=en -pozos. ~La  cantidad -—que =e wgregd fué —de—8—-x 10 e.."
espermatozoides/ml y -se incubaron durante -4 -hores—a—-37% “C con-b-%-— -

de CO _para.su capacitacién. —
FERTILIZACION IN YITRD -

Una —vez -madurados-los-“ovocitos-con sus—-células -cimulo-.

expandidas; - se -sacaron=del—medio-de-maduracidn-y—se lavaron- = -

3 -
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veces en gotas con 50 ul de medio de fertilizacién TALP
suplementado con 0.25 mM de piruvato de sodio, 6 mg/ml de
albimina --s8érica . bovina Jlibre - de-édcidos . -grases. ..y 50 _ng/ml -~ de
gentamicina, _ajustando. todo el medio a 280-300 _mOsm/Kg. _(ver

apéndice) -

Los -lavados—eran—-vigesresos a . fin-.de retirar-el méximo
posible de células . cimulo. ' Posteriormente se <colocaron.-los !

ovocitos en una _caja-de #-pozos—con gotas -de 50 pul de TALRP=:--
suplementadoi=-cubiertas——con=saceite—-de Sparafines——eguilibrada ..

previamente durante 2-horas = en la incubadora. -

Se colocaron--de—10-a-:.15 —ovocitos por-gota que - se -
L] N
inseminaron —=>con—=: —espermatogdides —capacitados-~—a - ~una. -
) . 4 ...
concentracidn--final -por:microgota de 5 x310 . espermatozoides. Se_ __.

incubaron mnuevamente—-—-siendo  —examinados a las 24, 48 y 72 horas. .. |

sélo _se dejaron.en. incubacidén las primeras 24 horas,._en .caso -.d\e. -

tener—~—todavis=—célutus=vimato——adherirdesiy=—=5e" —agitaromrss=—
vigorosadmente para desprenderiasT UUna vez:
medio :TALP-y=se colecaron-en-fijador {dcido acético-metancl . 1:3 __

~sacaron del-—

v/vi-permeaneciendo—en refrigeracion por 24 -horas, al cabo de las==—

cuales :se tifieron. —

La tinecién~consistid-en colocar-tos=ovoeitos-sobre-un .__ .
portaobjetos; se elimind ‘el excedente del fijador por evaporacidén -
o con-papel _secante, .y se puso una gota-de..colorante. _{orceina

acética_ _al 1 %) durante-10 minutos:-Se coloctd. el cubreshjetos _¥




eliminé el exceso de colorante por los bordes con papel secante.
Por dltimo se sellé el cubreobjetos con barniz y observé al

microscopio é6ptico.

‘Los ovocitos que presentaron dos pronticleos se
consideraron como fertilizados. lLos ovocitos que permanecieron -en

incubacién . por . pericdaos de 48 o 72 horas, se -examinaron -con

microscopio ‘de’ contraste ~‘de - fases  siendo el criterio . de

fertilizacidn ;positivo el encentrar -embriones de-2 a 8 célulasi- .
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RESULTADOS.

— : .Se realizaron un total de 26 experimentos
completos es-decir desde obtencién y maduracién de ovocitos (Fig.
-1-y 2) hasta"fertilizacién (Fig. 3 y 4). 8S6lo se reportan
resultados de 15 experimentos debido a que en los otros 11 no
fué —posible—valorar-la-técnica principalmente por problemas de

. contaminacién o. por no contar con resultados consistentes.

==En la tabla 1 se- muestran resultados de 8

o experiientOSJACOn embriones obtenidos por FIV a 48-72 horas

.WAM_MJdespués -de. la inseminacién . segin el nimero de. blastémeros

.. contados. De -un total de 204 ovocitos cultivados se obtuvieron

80. embriones (39.2%) de los cuales 62 (77.5%) eran de 2 células
-—— (Fig. 4), 9 (11.25%) de 4 y 9 (11.25%) de 8.

S La eficiencia en obtencién de embriones en

relacién a los ovocitos cultivados -fué desde 10.3% (3/29) hasta
80% (20/25). En 5 de estos experimentos (62.5%) se obtuvieron
-—:7 ‘exclusivamente embriones de 2 células y en los otros 3 (37.5%) de

4 v 8 células.

-—En ‘la tabla 2 se. muestra el estadio de
desarrollo alcanzado por ovocitos a 24 horas de haber sido
inseminados ~evaluado por tincién de acetorceina y presencia de

cromosomas en metafase o de pronicleos, lo que permitié tener
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resultados en menor tiempo. Se realizaron un total de 7
experimentos en log cuales se cultivaron 144 ovocitos y se

consideraron como maduros (metafase) 71 (49.3%) e inmaduros 73

(50.7%).

- - S -~ La eficiencia de maduracién va desde 35.0% (7/20)
hasta el 80% (12/15). De 71 ovocitos que maduraron 40 fueron
fertilizados (56.3%). La eficiencia de ‘fertilizacién fué desde

18.2% (2/11) hasta 84.6% (11/13).

Se tuvo un promedio de 5 % de ovocitos

partenogenéticos.

.
Cabe hacér mencién que a pesar de que se

-manejaban un-promedio de 10 ovocitos pdr microgota es evidente
que no se presentan resultados de un total de 40 ovocitos por
- caja—de ~-cultive; debido a que s6lo eran wutilizados 1los que
presentaban - expansién de sus células cimulo al final de _la

-- maduracién (Fig. 2) y por otra parte algunos se perdian en 1los

-;;w__.lavados, la fijacién o la tincién.
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TABLA 1. EMBRIONES OBTENIDOS POR FIV A 48-72 hs

POSTINSEMINACION SEGUN NUMERO DE BLASTOMEROS.

Total de Embriones Total de -
Ovocitos 2 cel 4 8 Embriones (%) _

29 1 1 1 3 (10.3)

L 29 2 4 6 (20.6)

37 4 4 (10.8)

31 9 9 (29.0)

12 8 8 (66.6)

25 8 8 4 20 (80.0)

16 12 | 12 (75.0)

25 | 18 18 (72.0)

TOTAL 204 62 s s 80 (39.2)

38




TABLA 2. OVOCITOS A 24 hs POSTINSEMINACION

SEGUN ESTADIO DE DESARROLLO.

Estadio (%)

" Total

Ovocitos Maduros¥* Inmaduros . Fertiliz**

. 19 7 (36.8) 12 (63.2) 3 (48.8)

20 7 (35.0) A13 (65.0) 2 (28.5)

26 12 (46.1) 14 (53.8) 6 (50.0)

22 11 (50.0) - 11 (50.0) 2 (18.2)

15 12 (80.0) 3 (20.0) 9 (75;0)

19 9 -(47.3) 10 (52.7) 7 (77.7)

23 : 13 (56.5) 10 (43.5) 11 (84.6)

ToTAL 144 71 (48.3) 13 (50.7) 40 (55.3)

* También los que-fueron fertilizados se consideran dentro de-
los maduros.
*%* Porcentaje en relacién a los madurados.
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FIG. 1. OVOCITO RECIEN OBTENIDO CON ABUNDANTES

CELULAS CUMULO.

FIG. 2. OVOCITO CON CELULAS CUMULO EXPANDIDAS DESPUES DE

48 HORAS DE INCUBACION.
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FIG. 3. OVOCITO MADUéADO MOSTRANDO SU PRONUCLEO TENIDO

CON ACETORCEINA.

FIG. 4. EMBRIONES DE 2 CELULAS A 48 HORAS POSTINSEMINACION.
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DISCUSION.

El trabajar un modelo con una especie animal de abasto,
como lo es el cerdo, resulta eséecialmente ventajoso ya que
existen lugares gspecificos para su sacrificio y procesamiento,
en donde se pueden obtener los ovarios que se emplearédn en la
técnica de FIV. De manera adicional la incidencia de hembras con
respecto a otras hembras domésticas de abasto en dichos 1lugares
es elevada (50 %), 1las cuales por ser poliéstricas continuas de
ovulacién multiple proporcionan una adecuada cantidad Yy calidad
de foliculos deseables (12-20/ hembra). La obtencién de ovocitos
a partir de esta via es comun en la actualidad entre los
difere&kes investigadorés de esta temAtica (Cheng et al, 1986;
Eng et al, 1986; Yoshida, 1987; Mattioli et al, 1988a; Yoshida

et al,1989).

Para reducir la posibilidad de contaminacién en los
cultivos es deseable que los-evarios se obtengan in situ una vez
abierta 1la canal dentro de la linea de matanza. Los ovariés se
recibieron en buenas condiciones en el laboratorio, bastando como
medio de transporte una solucién salina misma que llegaba - a
37° C. Mattioli et al (1988a) reportaron como medio de transporte
una solucién salina fosfatada Dulbecco suplementada con albimina
sérica bovina (BSA) 0.4%, Piruvato de sodio (PIR) 0.36 nM,
glucosa 5.5 mM y kanamicina 70 pg/ ml a 20° C. Naito et al en
1988 reportaron'el uso de una so}ucién salina isoténica a 37° C.
Nagai et al en 1988, con el misﬁo tipo de solucién pero a 35° c

lo mismo que Yoshida et al en 1989. Cabe hacer mencién que no

42




hubo necesidad en el desarrollo de esta tesis del wuso de
antibidéticos en la solucién salina de transporte ya gque con un
adecuado lavado del material biolégico en el laboratorio se
reduce la incidencia de contaminacién en cultivo. Por otra parte
los diferentes autores consultados coinciden en procesar los
ovarios dentro de un plazo de 2 hrs desde que fueron obtenidos,

lo que en este trabajo dié buenos resultados.

En cuantco a la maduracién de los ovocitos in vitro la

--guplementacién del medio resulta ser determinante, --teniendo los

me jores resultados en este trabajo al usar 2 .UI de hormona
folicu)o estimulante (FSH), 2 UI de hormona luteinizanfe«iLH), 1
pg de 178-Estradiol, glucosa 5.5 mM, PIR 0.25 mM y gentamicina
50 pg/ml. \Yoshida et al en 1959 reportaron buenos resultados al
emplear el medio 199 con sales Earle y 10% de sueroc fetal de

ternera (SFT} suplementado con 10 UI de gonadotropina sérica .- de

" ‘yegua prefiada (PMSG), 10 Ul de gonadotropina .coridnica humana.

(hcG), 1 pg/ml de 178-Estradiol, PIR 1 mM,glucosa 3 mM, lactato

de calcio 9 mg/ ml y sulfato de dibekacina 100._mg/ml. En _ese_

‘trabajo, Yoshida et al analizaron el efecto de la _suplementacién

de hormonas en forma aislada o combinadas en un periodo de 24 a

48 hrs sobre la maduracién de los ovocitos y el grado de. ..

expansién de las células cﬁmuios (CC). No encontraron diferencia
significativa entre el total de ovocitos que llegaron a metafase
II (MII) a 36,42 6 48 hrs. La obtencién de MII que lograron fué
adecuada con la adicién de PMSG o hCG con o sin 17B-Estradiol. En

cuanto a la expansién de las CC tuvieron el mejor resultado
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cuando incluyeron PMSG con o sin hCG o 178-Estradiol a 36 hrs de
cultivo, La MII también se presenté en ovocitos en una alta
proporcién (45%) sin adicién de hormona alguna, aungque hacen
mencién que esta maduracién nuclear no garantiza la maduracién
citoplasmdtica para un buen desarrollo del proceso de la
fertilizacién. Los mismos autbres reportaron un efecto negativo
del SFT para la expansién de las CC, mediado por la retencién del
d4cido hialurénico dentro de la masa de las CC retardando 1la
expansién. Cabe mencionar que estos investigadores resaltan la.
importancia de 1la relacién morfolégica y funcional entre la
expansi?n de 1las CC y la maduracién del ovocito in vive tal vy
como se ha descrito que ocurre para diferentes especies de
mamiferos entreellas el cerdo. Sin ‘embargo a pesar gque ovocitos

que cultivaron sin la estimulacién hormonal llegaron al estadio
de MII no encontraron en ellos expansidén _alguna de las CC. .Como
conclusién de su investigacidn seﬁélan que la méxima expansién
obtenida, ocurrié bajo la estimulacién con PMSG a 36 hrs de
cultivo (81%), cuando se adicioné hCG se tuvo el 77% y con hCG y
178-Estradiol el 178%. En el -presente  trabajo de tesis se
obtuvieron el 90% de ovocitos con expansién de CC 1lo gque se

consideré adecuado para el tratamiento hormonal establecido.

Por otra parte Mattioli et al (1988b),  usaron también
el medio 199 con 10% de SFT suplementado con 2.5-5 ng/ml de LH
ovina, 1.515' pg/ml de FSH porcina y 20 ng/ml de prolactina
porcina. En su sistema de maduracidén utilizaron el cocultivo del
ovocito rodeado por sus CC con células somdticas del foliculo y

destacan que es necesaria la participacién de - las células
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foliculares para una correcta maduracién del ovocito, mediada
ésta a través de la modulacién de la interaccién entre el
ovocito y sus CC reportando inclusive la participacién de un
"factor de dispersién de CC" elaborado por las células
foliculares. En relacién a esto se ha formulado la hipotesis de
que los grénulos corticales migran al oolema tan pronto como las

uniones en hendidura entre CC y ovocito desaparecen.

En otro estudio de maduracién de ovocitos de cerdo,
Mattioli et al (1988a), investigaron 1la influencia de 1la -
participacién de las células foliculares a dos niveles de 1la
fertil,jzacién: la penetracién y 1la formacién del pronicleo
masculino (PNm). Encontraron una elevada incidencia de
polispermia sobre todo en los ovocitos que mantuyieron en
cocultivo, con células de pared folicular lo que explicaron no
por fallas en el proceso de la maduracién sino por una elevada
concentracién - de- espermatozoides al inseminar (5 x 10°5/ml) sin
embargo considerando que se adicioné ia misma concentracién de
espermatozoides para ovocitos con - CC y -los--cocultivades, - falta
por esclarecer la razén de-que—los segundos tuvieran la mayor
incidencia de polispermia. Dada la- mayor cantidad de
espermatozoides presentada —en—el- covplasma-de-les ovocitos .en-
cocultivo, parece que la influencia de las células foliculares es
a nivel del oolema por incremento en la unién de espermatozoides

v la habilidad para fusionarlos con é€l.

En ese mismo trabajo de Mattioli et al, la formacién

del PNm en los ovocitos con CC fué apenas del 2%, los nicleos de
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espermatozoides descondensados del 6% y los no descondensados del
92%. Por su parte los ovocitos en cocultivo tuvieron 62%, 20% y
18% respectivamente concluyendo los autores que la participacién
de las células foliculares es determinante para crear un ambiente
hormonal equilibrado lo que demostraron al cultivar ovocitos con
CC en medio condicionado previamente por células foliculares 1lo
que incrementé la formacién del PNm del 2% hasta el 45% y 1la

penetracién del 54% al 84%.

La técnica desarrollada en el presente trabajo de -tesis
contempla la participacién de las células foliculares, debido a
que es,muy dificil eliminarlas -totalmente del cultivo por lo que
los fragmentos de pared folicular que permanecieron puedieron
ejercer un efecto favorable en el proceso de la maduracién,

penetracién y formacién del PNm.

Naito et al en 1988, mencionaron que la inclusién del
liquido folicular porcino (LFP) al medio de maduracién es
importante por contener factores determinantes para una correcta
maduracién citoplasmiatica. El1 nivel de inclusién del LFP fué
desde 5% hasta 50% v/v suplementando con 0.12 UI de FSH y/o 10
UI de hCG. Por otra parte encontraron que la inclusién del SFT a
niveles superiores del 5% no contribuye a la formacién del PNm
siendo preferible la utilizacién del LFP. A pesar de ello en la
presente tesis se obtuvieron buenos resultados al incluir 10% de

SFT en el medio de maduracién y prescindir del uso del LFP.
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En cuanto a la temperatura y tiempo para maduracién de
los ovocitos de cerdo, Nagai et al en 1989, reportaron como
satisfactorio de 28 a 29 hrs a 37° C, Naito et al en 1989 dieron
un perfodo de 48 hrs a 37° C, Maétioli et al (1988b) utilizaron
de 44 a 46 hrs a 39° C, Kikuchi et al en 1991 46 hrs a 39° C,
finalmente Yoshida et al en 1990 de 24 a 48 hrs a 38.5° C. En el
presente trabajo se incubaron 48 hrs a 37° C al final de las
cuales los ovocitos mostraron expansién de las CC, citoplasma
uniforme de color café claro y sin retraccién, caracteristicos de

una adecuada maduracién.

El tratamieﬁto que debe darse al semen de cerdo para la
FIV va;ia considerablemente entre los investigadores. Cheng et al
en 1986 incubaron (capacitaron) a 37° C durante 4 hrs sin
mencionar alguna otra especificacién excepto que el medio tenia
un pH de 17.8. Hamano et al en 1989, indicaron que la
concentracién de espermatozoides en capacitacién es .fundamental
para adquirir la habilidad fertilizante, sugiriendo como adecuado
40 x 108 espermatozoides/ml para lo cual -les hicieron 3 lavados
con TYH suplementado con BSA _4 % .y centrifugaron 500 g/10 min..
Incubaron a 37° C por 4 hrs,. Al adicionarles taurina e

hipotaurina desde 0.1 mM hasta 10 mM no se incrementé 1la:

motilidad ni la capacidad fertilizante in -vitro. Reportaron
ademés que una baja concentracién de espermatozoides en .
capacitacién de 2.5 x lop/ml«afecté sensiblemente su eficiencia

en fertilizacién por lo que argumentaron que la adquisicién del
"factor capacitante” que induce la hipermotilidad y reaccién

acrosomal se adquiere preferencialmente en incubacién con
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elevadas concentraciones de espermatozoides. Cuando incubaron
espermatozoides en baja concentracién en medio condicionado por
altas concentraciones de espermatozoides, éstos fueron capaces
de adquirir la habilidad fertilizante puesto que el "factor

capacitante” permenecia en el medio.

Nagai et al en 1984, 1lavaron 5 ml de semen completo 3
veces por centrifugacién a 400 g, resuspendieron en TYH con BSA

1% e incubaron 4 hrs a 37° C a concentraciones desde 0.8 hasta

16 x 108/ml1 obteniendo una buena capacitacidn.

Yoshida en 1987 diluyé el semen en un volumen igual de
solucidn salina isoténica adicionada de BSA 1% y centrifugdé a 50
g/3 min, lavé el sobrenadante 2 veces por centrifugacidén a 550
g/5 min e incubé a 2 x 108/m1 4 hrs a 37° C con resultados
favorables.

Mattioli et al en 1988, procesaron el semen coﬁpleto
en un diluyente con 1 x 10’ /ml e incubaron a 16° C por 24 hrs al
cabo de 1las cuales lavaron dos veces con solucién salina
isotdénica suplemenatada con BSA 0% pH-7.2 y-—- centrifugaron a--
1000 g/3 min.

En el presente trabajo se colocé el semen completo en
la caja de cultivo con medio de capacitacién suplementado con PIR
1 mM, BSA 6% y gentamicina 50 pg/ml a una concentracién de_16 x
106 espermatozoides/ml y se incubé 4 hrs a 37° C al cabo de las

cuales se manifesté la hipermotilidad con movimientos

rectilineos, vigorosos y progresivos _lo gue-se consideré como la
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adquisicién de la "habilidad fertilizante" a pesar de la reducida
concentracién espermitica en comparacién a los autores
anteriormente mencionados. Para inseminar se utilizaron los
espermatozoides gque nadaban cerca de la superficie del medio

como en la técnica de "swim up" (Lopata, 1976).

Se inseminé con 5 x 104 espermatozoides/microgota de
50 upl 1lo que representé una concentracion de 1 x 10°/ml1 y una
relacién de 5 x 10¥ovocito lo que resulté similar a lo reportado
por Naito et al en 1989 que inseminaron con 5 x 10° /ml en
microgotas de 100 pl con 10 ovocitos correspondiendo 5 x 1047100
rl ¥ una relacién de 5 x 103 /ovocito.

.

Yoshida en 1987 utilizé microgotas de 200 pl a las que
inseminé con 4 x 105espermatozoides, teniendo una relacién de
2.5 a 4 x 104 /ovocito. Mattioli et al (1988a) usaron pozos de 2
ml con 10-15 ovocitos los que inseminaron con 5 x 10 /ml en una

4 5
relacidn de 6.6 x 10 a 1 x 10 /ovocito.

A pesar de que las condiciones de cultivo fueron
diferentes entre los autores consultados, es notoria 1la mayor
proporcién de espermatozoides por ovocito a la que se utilizé en
el presente trabajo con excepcién de Naito et al en 1989 con

quien se coincidié.

Los resultados obtenidos en la presente tesis se
consideran satisfactorios ya que se pudieron obtener embriones

de 2, 4 y hasta de 8 células con una eficiencia promedio en la
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obtencién de embriones de 39 % (desde 10.3% hasta 80%) en 48 a 72

hs postinseminacién, destacando la ausencia de polispermia.

Cheng ‘et al en 1986 reiteraron la importancia de que
los ovocitos sean fertilizados en forma monoespermética pues as{
tienen mayores probabilidades de continuar su desarrollo lo que
demostraron cultivandolos en medio BMOC-2 y alcanzando el estadio
de 2-4 células en 40 hrs y que al ser transferidos generaron

prefiez en el 40% de los casos, con un promedio de 3.5 1lechones

al nacimiento por hembra. Tuvieron ademds una eficiencia en
fertilizacién de 56.3% . Mattioli et al (1988a) reportaron una
eficiepcia de 56-83% aunque obtuvieron una elevada incidencia de
polispermia (45-78%) con un promedio de 1.47 a -3.86

espermatozoides penetrados/ovocito.

Hamano et al en 1989 obtuvieron el 70-80% de
fertilizacidén con 45-60% de polispermia. Yoshida en 1987 trabajé

con ovocitos madurados in vivo y obtuvo el 80-100% de

fertilizacidn con el 25-100% de polispermia, encontrando
diferencias significativas entre sementales por ejemplo el
semental "A" cuyos espermatozoides tuvieron un tiempo de

penetracién méxima al ovocito de 6 hrs en contra del "B" que 1lo
hizo en 2 hrs y explicando que esta variacién obedece a 1la
cantidad de espermatozoides capacitados disponibles al momento de

la inseminacién.

Mattioli t al (1988b) obtuvo penetracién -en el




83% de ovocitos madurados, de los cuales el 78% resulté
polispérmico con 3.86 espermatozoides/ovocito en promedio. Naito
g; al en 1988 obtuvieron el 85% de penetracién sin embargo la
formacién real del PNm—se observé -en tan s6lo el 38%. Yoshida et
al en 1990 reportaron el 85% de fertilizacién y el 62.6% de

polispermia.

Dado que nuestro reporte de cero porciento de

polispermia - contrasta con lo encontrado por otros autores se

piensa-—que -es “umr aporte—relevante de—la-técnica-—presentaday—lo - - -

que - puede _-deberse - --a- una--eficiente- . maduracién - -nuclear,
citoplagmédtica y membranal -del ovocito asf.. como wun .correcto - -
manejo: ——.del semen;-—conlo que—la interacciénmentrevfgameteawvsé
.establece- en forma adecuada para que séAdé la reaccién de zona e

inhibicién de la polispermia.

Con todo lo anterior. - se -puede- afirmar -que la
la técnica -de -fertilizacion jn vitro con. ovocitos de .cerdo . ..
madurados-.in vitro-desarrollada - en el presente trabajo-de tesis
es -satisfactoria . sirviendo como una herramienta para continuar
con la ‘investigacidén -en esta temética como _por ejemplo  en . la
contribucién al conocimiento de los mecanismos involucrados en el
proceso—-de . la__fertilizacién, __en el apoyo..a .la reproduccién
asistida de  cerdos . de elevado “valor §genétic0‘ v en la
transferencia de este tecnologia hacia otrgs especies que la

requieran.

153880
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APENDICE.

MEDIOS  DE CULTIVO. -
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MEDIO DE MADURACION.

COMPONENTE CANTIDAD ml/50 ml.
a) Medio 199 90 % 45
b) FCS 10 % 5
Recomendaciones:

1.- Ajustar la osmolaridad a 280 - 290 mOsm con NaCl.
2.~ Ajustar el pH a 7.4 con NaOH.

3.~ Filtrar en botella estéril.

4.- Suplementar el dia de uso con:

Glucosa : l mg/ml.
Piruvato de Na 0.25 mM (10 pl de la solucién
concentrada/ml).

LH 2.0 VUI /ml.
FSH : 2.0: UI-#ml. -
Gentamicina - - - 50 upg/ml (1 pl-de -la solucién -

concentrada/ml). - -

Filtrar -y adicionar —_:

Estradiol 1 pg/ml (1 ul de la solucidén
concentrada/ml).
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MEDIOS

MEDIO TALP - HEPES.

Usado en lavado, dilucién y capacitacién de espermatozoides.

COMPONENTE (PM) mg/50 ml mM FINAL.
a) KC1 { 74.55) 11.5 3.1
b) NaCl ( 58.44) 292 100

c) NaH PO H O (137.99) 2 ‘ 0.29
d) Hepes (238.30) 119 10

e) NaHCO ( 84.01) 105 25

f) Lactato de Na.(87%) 0.126 ml 21.6
g) Rojo Fenol 0.5

h) CaCl 2H O (147.02) 156.5 _ 2.10
i) MgCl 6H O (203.30) -15 1.5
Recomendaciones:

1.- Adicionar h) e i) al final.
2.~ Aforar a 50 ml y medir osmolaridad.

3.~ Ajustar osmolaridad a 290 - 300 mOsm con NaCl segin
’ férmula siguiente;

Déficit de osmolaridad (DO) = Osm. deseada - Osm. medida.

DO - 290 x 9.176 x (vol. inicial delmedio—vol+-—muestra
‘.tomada para osmolaridad) = mg de NaCl-a-ser-adicionados.

4.- Ajustar pH a 7.4 con NaOH.

5.- Filtrar en botella estéril.

6.- Suplementar el dia de usarlos con :
Piruvato de Na 1 mM (40 pl de la _sol. concentrada/ml).
BSA (fracc. V) 6 mg /ml
Gentamicina 50 pg /ml (1 pl de la sol. concentrada/ml).

7.~ Filtrar.




MEDIO TALP.

Usado para fertilizacién.

COMPONENTE ( PM ) mg/750 ml mM FINAL
a) NaCl ( 58.44) 333 114
b) KCl1 ( 74.55) 12.8 : 3.2
c) NaHCO ( 84.01) 105.2 25
d) NaH PO 2H O (137.99) 2.8 0.4
e) Lactato de Na. (87 %) 0.064 ml 10
f) Rojo Fenol : 0.5 )
g) CaCl 2H O (147.02) 15 2.0
h) MgCl 6H O (203.30) 5 0.5
Recomendaciones:
1.,- Adicionar g) y h) al final.
2.- Aforar a 50 ml y medir osmolaridad.
3.- Ajustar osmolaridad a 280 - 300 mOsm con NaCl.
4.- Ajustar pH a 7.4 con NaOH.
5.- Filtrar en botella estéril.
6.- Suplementar el dia de uso con :
Piruvato de Na 0.25 mM (10 pl de la sol. concentrada/ml)
BSA (libre de ac. grasos) 6 mg /ml
Gentamicina 50 pg / ml (1 pl de la sol. concentrada/ml)
7.- Filtrar.




SOLUCIONES CONCENTRADAS.

17B-Estradiol. 1 mg/ml en etanol. Almacenar en
congelacién :

Piruvato de Na (25mM) 27.5 mg/10 ml de solucidn salina
normal. Si se congela la solucidén concentrada no guardar por mas de
una semana. Almacenar en refrigeracién.

Gentamicina 50 mg/ ml en solucién salina. Guardar en -
refrigeracién. . :

Alcohol dcido. Acido acético-metancl (1:3) Preparar
justo antes de usarlo. :

Orceina acética al 1% peso/volumen. El solvente es
60/40 agua/dcido acético, filtrar antes de usar.
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