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RESUMEN

La inyeccién intracitoplasmaticea de espermatozoides (ICSI) en g
especie porcing es unz herramientz con gran potencial aplicative en
diversos campos, entre los que destacan la preduccién de animales
transgénicos de interés en ganaderiz ¢ bicmedicing, y | recuperacion de
razas en peligro de extincidn, Aungue en la actualided existen referencias
de obtencitn de descendencia viva mediante esta tecnologiz, el rendimiento
es muy inferior 2l de otras especies, posiblemente debide &l
desconccimiente de las condiciones idéneas para el desarrolle de la misma,
y la dificultzd de los cigotes para alcanzar el estadio de blastocisto in vitro,
El presente trabajo se llevt a cabe para determinar diferentes factores que
podrian afectzr al rendimiento posterior de la téonica, estudiando para ello
el efecto de 1) la secuencia de cultive de los zigotos recién inyectados; 2)
meodificaciones en el sistema de maduracién in vitre (MIV) tradicicnzal,
mediante el emplepc de un inhibidor meidticc como es la roscoviting y
variacicnes & nivel de las horas de MIV, y por dltimo 3) la activacion
extgenz del ovocite mediante la inyeccién de inositol trifosfato {InsP:) con
el espermatczeide. El objetive global de este estudic fue el de incrementar
el rendimientc final de la ICSI en la especie porcina.

Fara conseguir los cobjetives propuestos se  utilizarcn ovocitos
porcinos madurados # vitro, Ademas, s2 pusc @ puntc en nuestro
laboratoric un sistema de maduracién meodificede mediante el usc de la
roscoviting, como  inhibidor meidtico, durgnte las primeras  22-28h,
dependiendc de |z experiencia realizada. Para la puesta a puntc de este
sistema de maduracion se valord la capacidad de inhibicion y el grade de
reversibilided de Iz rescoviting, y al mismo tiempe se valord el contenido
intracelular de glutatidn en estos ovocitos, Una vez establecido este sistema
de maduracidn, sz valord |z capacidad de formacién pronuclear mediants Iz
ICSI ¥ postericrmente se valoraren diferentes horas de MIV (36, 40 y 44h).



Todas las experiencias de ICSI se realizarcn con espermatcozeoides frescos
precedentes de eyaculades y les cvecites ne fueren tratades artificialmente
para inducir su activacién, salve en la tercera experiencia, donde se utilizd
el InsP;. Las inyecciones se reslizaron sin el uso clésico de la
polivinilpirrolidona {(PYP) en el medio de suspensién de los espermatozoides,

Los resultades del estudic indican en Iz primera experiencia que los
ovocitos porcines recién  inyectados alcanzan mejores porcentajes de
ovecites en estadic de 2 células cuande se cultivan durante é ¢ 20 horas en
un medic de fecundzcién in vitro (FIV), como es el caso del medio TALP,
perc no se observd efecto significativo en el desarrcllo embrionario
postericr. En cuanto a la segunds experencia, los resultados indican que el
emplec de |z roscoviting & SOPM durante un pericde de 22-28h presentz
capacidad de inhibir Iz ruptura de Iz vesiculz germinzl {GVBD) vy este efecto
es totalmente reversible al cuoltiver los ovocitos en un medio libre de
inhibidor. La cantidad de glutaticn también se vie afectads en presencia de
inhibidor, cbteniendc unas mayores cantidades en los ovocitos cultivados
con roscoviting durante 22 horas, aungue al final de la maduracidén este
efecte no se observd, La capacidad de formacién pronuclear no sg vio
afectada por el inhibidor pero si que se cbservdé una mayor rapidez en la
formacicn de embricnes {2 células) en el grupo de ovocitos premzadurados,
En relacién al desarrolle in vive, los cigotos inyectades fusrcn capaces de
iniciar gestaciones independientemente del usc de la roscoviting durante su
maduracién. En relacién a las horas de MIV, los resultados demuestran que
pericdos de MIV de 36h ofrecen mejores porcentajes de fecundacién que
pericdos de 44h. Estos resultados son similares en ausencia de roscoviting.,

For altimo, el emplec del InsP; como activador exdgeno del ovocito
nc presenté efectos significativos en el desarrcllc embricnaric hasta estadic
de blastccisto.

En conclusién, los datos obtenidos en el presente trabajo demuestran
que k2 ICSI en la especie porcing puede ofrecer porcentzjes de activacion y
fecundzcién elevados. El cultive de los cigotos en medio TALP antes de
transferirles al medic de cultive de embricnes es beneficioso. La roscovitinag
a la dosis y tiempe utilizada puede emplearse come herramienta para el
mantenimiente de los ovocitos en estadio de vesicula germinzal (GY) sin
afectar a la fecundacién v al desarrcllo embricnaric posterior. Un pericde de
MIV de 36 horas incrementa el rendimiente de la ICSI evaluade a las 22 h
post-inyeccién., El InsP; en las condiciones experimentzles empleadas no
aumenta el rendimiente de la ICSI.



SUMMARY

Intracytoplasmic sperm Injection (ICSI) In pigs Is 2 tocl with an
impcrtant applicable potential in diverse fields. One of this is the producticn
cf transgenic animals which is of interest in livestock and bicmedicine, and
the conservaticn of endangered species. Even thcough there are scme cases
of living offspring through this technique, its cutput is still quite low
comparing to other species, possibly due to unknown factors referring to
idezl conditicns for the development, and to the difficulty of the zygotes to
rezch the blastocyst stage in witro, The gozl of this study was to evaluate
different factcrs affecting the ICSI perfermance. This was done by studying
1) the sequence of culture of the injected cecytes; 2) In vitro maturaticn
{I¥M) mcdificaticns, thrcugh meictic inhibitors, such as roscovitine, and
changes in IVM durgtion time, and finally 3} the excgencus ococyte
activation through inositel triphosphate {InsFs) injection together with the
sperm. The main cobjective of this study was tc increase the final
performance of ICS1 in pigs.

To get the proposed geal, in wiro matured cocytes were employed.
Moreover, two step-IVM system was carried out in cur leboratory, through
the use of roscovitine as a meictic inhibitor during the first 22-28h of
maturaticn, depending con the experdment realized. To start with this
system, meictic inhibiticn and reversibility capacity were assessed and alsc
intracellular cccyte glutathicne {G5H) content. Then, prenuclear formation
abilty through ICSI and different IVM times (36, 40 znd 44h) were
evaluated. All the ICSI experiments were dene with fresh ejaculated semen
and the cocytes were nct treated artificially to induce activaticn, cnly in the
last experiment where InsP; was used. The injections were carried cut
without the classicel use of polivinilpirrclidene (FPYP) in the sperm
preparaticn medium,



Results in the first experiment show that porcine ICSI zygotes get
higher two cells rate in presence of the used /n vitro fertilization medium
{TALP), but further embryc develcpment is not affected. In relaticn to
second experiment, results show that the germinal vesicle breakdown
{GVBD) was inhibited in presence of SO0pPM roscovitine during 22-28h, and
this effect was completely reversible when the cocytes were cultured in a
free-inhibitor medium. Also GSH content was affected by the roscovitine,
G5H content was higher in prematurated cocytes than in not prematurated
cnes gt 22 h, althcugh this effect was not cbserved at the end cof the
maturaticn. Pronudear fermation ability was not  affected by the
prematurzation, but 2 gquicker embryoc development was cbserved in
roscovitine treated cocytes. Concerning the /n wve development, the
injected zygcotes, prematurated or not with roscovitine, were able to
establish pregnancies. In relation to IVM times, results show that cocytes
matured for 38h can achieve better fertilizaticn rates than the ccocytes
matured during 44h. These results are similar withcut rescovitine
treatment.

Finzlly, no effect on embryc develocpment until blastocyst stage was
cbhserved with the use of the InsP;, such gs an excgencus activating factor.

In cenclusicn, data show that percine ICSI can achieve high
activation and fertilization rates. The culture in TALP medium before
transferring the zygotes to embryo culture medium is beneficial. Taking into
account the concentration and duration of roscovitine prematuration, it can
be used as an important tocl for maintaining the germinal vesicle {GyY)
stage cocytes without compromising fertilization and further embryc
development. An I¥M pericd of 36 h increases the ICSI yield assessed at 22
h post-injection. InsP; does nct improve the ICSI yield under the employed
experimental conditions.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 MADURACION DEL OVOCITO
1.1.1 MADURACION IN VIVO

Los ovocitos son células altamente especializadas, las Onicas capaces,
junte con los espermatozoides, de llevar a cabo procesos meidticos vy las
unicgs dependientes de la introduccidn de ADN externo, proveniente del
espermatczeide para poder llevar a cabe las siguientes fases de desarrcllc
en cendicicnes iR vivo,

Es necesaric conccer con exactitud los cambios que se producen en el
ovocito desde su origen embrionario hasta su transformacién en una céluls
altamente especializada, ovocite en estadic de metafase II (MII), capaz de
ser fecundads, para poder comprender les mecanismos  fisicldgicos
relacicnados con el procese de fecundacién, tanto in vive como in Vitro,

1.1.1.1 Foliculogénesis

Los ovocitos de todas las hembras de mamiferos se forman durante
el desarrcllo fetal. Estos se encuentran alejades en el intericr de los
folicules primerdiales (de cientos & miles) y abasteceran las necesidades de
teda Iz vida reproductive del animal. El nimere aproximade de foliculos
primordiales en la especie porcina es aproximadamente de 200.000 por
cvarc al nacimiente (Moor et af., 19903,
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Los foliculos primordiales representan la unidad fundamentzl de
desarrcllc del ovario de los mamifercs, A lo largo del cicle estral courren
etapas sucesivas de crecimientc y regresion de foliculos antrales que
conducen al desarrolle de los folicules precvulaterios, constituyendo lo que
denocminamos dinamica folicular (Lucy et &f., 1992). A partir del nacimiento,
de la reserve de los foliculos primordiales se deriva el desarrcllo o
reclutamiento secuencizl de grupos de foliculos,

Les foliculos primerdizles estan compuestes per un ovccitc en
crecimiento, redeado por un niimero especifice de especie de células planas
pre-granulesas (Picton, 2001) que ejercen un efecte inhibider scbre la
meiosis y el crecimiento del ovocito. En la cerds, estos folicules primordiales
estan concentrades en une capa delgada, relstivamente avascular, del
cortex ovarico por debaje de la tinica albuginea. A diferencia de los
foliculos primoerdiales, los foliculos en estadic mas avanzado de crecimiento
se encusntran siempre en la  frontera  cortice-medular  altamente
vascularizada. Se desconcce la naturaleza del factor desencadenante que
transforma a un pequefic grupc de foliculos primerdiales en foliculos
primarios con crecimiento activo (Moor ef a/,, 1990), sunque si se sabe que
esta regulacidn es aparentemente  intreovarica = insensible & las
gonadotropinas (Peters et af,, 1993). En el interior de los foliculos primarios
estan presentes los ovocitos, rodeados por una capa unilaminar de células
pre-granulosas de morfologia cibica. Estas células presentan gran actividad
mitétice y daran lugar a las células de la granulesa formande un epitelio
estratificado. Entre el ovocito y las células de la granulosa circundantes se
criginan espacdcs, doende se deposita una sustancia que representa el inicic
de |z zong pelicida {ZP), una cubierta extracelular glicoproteice que rodea &
los ovocitos de mamifercs, La adquisicién de la ZP es una caracteristica del
folicule preantral primaric, Cuande s2 alcanza esta etaps de foliculo
primario, las células pre-granulosas no ejercen ningin efecto inhibidor
sochre el crecimiento del ovocito perc si schre la meiosis {Thibault et af.,
1987). En este estadio, comienzan las mitosis de éstas células v al mismo
tiempo el ovocito aumenta de tamafic. De este modo, el folicule primario se
transforma en folicule preantral maultilamingr (folicule secundaric) que
implica la transformacion de células pre-granulosas que forman un epitelic
estratificade alrededor del ovocite, llemandoese células de |z granulosa. Por
fuera de |z lamina basal, que separa las células de la granulosa del estroma,
se diferencia una teca incipiente. Cuande las células de la granulosz
alcanzan un nimere elevado como respuesta a la FSH, se forman cavidades
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en el espacic extracelular llenas de un fluide deneminade fluide felicular, A
medida que lz cantidad de liquide folicular sumenta, las cavidades que
ccupan también aumentan de tamafc para formar el antre. Mas tarde, con
lz aparcién de la cavidad antral, el folicule se dencmina foliculo antral

(foliculo terciario). Tras esto, las células de la granulosa se diferencian en
dos subpoblaciones: por una parte, las células de le granulosa que revistzn
la pared del folicule ¥ forman un epitelic estratificede en contacte con lg
lamina basal; y por otra, las células del cumuius oophorus que forman
varias capas de células cilindricas alrededor del ovocite (Canipari, 1994),

Durante la amplia etapa preantral de la foliculegénesis, el desarrcllo
del ovocito depende de su estrecha relacién con las células de Iz granulosa.
También durante esta fase de crecimientce se forma la zona pelicida. La
capa de células mas cercana a la ZP se denomina corona radiata.

Mientras se produce el desarrollo folicular, se inicia una cooperacicn
metabdlica entre las células de la granulosa y el ovocito, Durante esta etapa
de crecimiento se va a establecer una comunicacién entre las células del
cumuiys vy el ovocito, mediante unos proceses citoplasmaticos de las
célulzs de la corona radiata que cruzan la ZP y conectan con el colema,
conccidos como unicnes tipe gap {(Gilula et &f.,, 1978). Las células de la
granulosa también se interconectan entre ellas mediante estas unicnes tipo
gap {Anderscn y Albertini, 1978). Este entramado de unicnes intercelulares
posibilita el intercambio de moléculas con el ovocito, con finalidad nutritiva
y reguladora, constituyendo el procesc  denocminado  “cooperacién
metabdlica” {Canipari, 1994). Esta cooperacion es bidireccional, ya que los
ovocitos secretan  diferentes factores gque regulan la expension y e
estercidogénasis (Prochazks et al, 1998) del cumwivs. Las células
somaticas proporcionan nucledsidos, amincacidos y fosfolipides, ademas de
mantenar un balance iénico ¥ una estzbilidad en el ARNm de los ovocitos
{Hunter, 2000). Cenforme avanza el crecimiento folicular, las células de la
tece se diferencian de las células de la granulosa y del resto de tejido del
estroma que los rodea. La capa interna asume eventuzlmente la apariencia
de las tipicas células secretoras de esterpides. Durante los estadios finales
del crecimiente del folicule preantral, ¥ con mas importancia del foliculo
antrzl o preovulateoric, las células de la granulosa v de la teca se diferencian
y progresivamente se hacen mas sensibles a e estimulacién  por
gonadotropinas.  Asi, la  formacidin  de  receptores  funcionales  de
gonadotropinas en estas células, en los estadios apropiados de desarrcllo
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folicular (Oktay et &, 1997, McNatty ef &/, 1999) juntc con el desarrclle de
la funcién estercidea en ambos tipes celulares, {células de |z granuloss y de
lz teca) pueden utilizarse comc marcaederes funcicnales del desarrcllc
felicular nermal tante in vivo como in vitro.

La seleccidn de foliculos, que produciran ovocitos listos para ovular en
cada cicle estral, vizne determinada por lz expresion de receptores de Iz
hormona luteinizante {LH), en las células de |z teca, y la hormona foliculo
estimulante {F5H), en las célules de la grenulosa (Espey, 1999). Los
folicules antrales mas pequefios no poseen receptores de LH en las células
de la granulosa, por lo tanto no se vera reanudada la meiosis durante el
picc de gonadotropinas. La FSH actia scbre las células de |z granuloss
desencadenznde |z expresicn de una batzria de genes que cedifican
diferentes factores de crecimiento, enzimas y proteinas invelucradss en Iz
estercidogéneasis y péptides que regulan la liberacién de gonadotropinas, los
cuales se van a sintetizar ¥ acumular en el fluide folicular {Stromstedt v
Byskov, 1999). Al mismo tiempo, la LH estimula las células de |z teca dando
lugar a la preduccién de andrégenos que, posteriormente s transformaran
en estradiol por las células de la granulosa {(Stromstedt ¥ Byskov, 1999),
Estos estrogencs sintetizados estimulan la formacién de receptores de LH
en las célulzs de la granulosa,

Es importante sefialar que no todos los folicules primordiales en el
ovario post-natzal iniciaran su crecimiento 2l mismo tiempo. Existen diversos
factores que estimulan el inicic del crecimiente como el factor de
diferenciacién 9 (Growth differentistion factor GDF-9), mientras otros
factores retisnen & estos folicules en un estadic de reposc {Eppig, 2001). El
balance entre estocs factores de crecimientc debe iguzlmente regular la
susceptibilidad a la apoptosis de los folicules temprancs (Braw-Tal, 2002),

El tiempo que tardan les folicules primordiales en convertirse en
foliculos preantrales es relativemente largo vy varia entre las diferentes
especies (Picton, 2001%. En la especie porcina, lz duracién aproximads
desde el folicule primordial hasta estadios finales preovulatorics es
aproximadamente de tres meses (Morbeck et af,, 1992). La formacién del
antrc es un evento tardic, que puede llevar varics meses en rumiantes y
primates { Gougeon, 19947
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Unc de los puntos mas dificiles de dilucidar en la fisiclogia del ovaric
son les factores que determinan que les foliculos permanezean senescentes,
que entren en desarrcllc ¥ en proccesc de atresia {muerte folicular),
mientras un tercer grupc madura ¥ es ovulado.

Existen dos eventos importantes durante la  foliculogénesis, el
reclutamiento inicial v el reclutamiento ciclico. El primero se da de una
forma continua ¥ empieza en el precisc momentc en gque se han formade
los folicules, muche antes de la pubertad, ¥ es el responszable de que los
folicules primordizles szlgan de su estade de reposo y comiencen una etapa
de crecimientc. Durante el reciutariento inicial, factores intracvaricos u
otros factores desconocidos, estimulan a un grupo de foliculos primordiales
a iniciar el crecimientc, mientras el restc permanece senescente durante
meses 0 afics, Este proceso podriz deberse 2 la liberacicn de estimulos
inhibitorics que hasta ese momento mantenian a los foliculos en reposo
{McGee ¥ Hsush, 20003, El reclutamiento ciclico comienza después de la
llegada a la pubertad, come resultade de un aumentc en los niveles de FSH
circulante durante los cicles repreoductives. Esto permite que una ccherte de
foliculos en fase antral ses rescatada del proceso de stresis. En este
momente, les foliculos han completade su crecimiente vy los ovocitos
adquiride la zona pelicida ¥ se encuentran competentes para reanudar Iz
meicsis. De este modo, sélo un ndmere de folicules sobrevivira, mientras
que el resto entrara en atresia.

1.1.1.2 Ovogdnesis

1.1.1.2.1 Crecimiento def ovocito

Los ovocitos presentes en el ovario se originan a partir de un nimerc
de células germinales primordizles {CGP) que derivan del endocdermo del
embricn en desarrclle; postericrmentz emigran hasta el mesenteric vy se
exteriorizan en las crestas genitales, Estas células son grandes y possen un
niclec redonde con unc o varios nuclecles; ademas, en su citoplasma estan
presentes pequefias mitocondrias, tibules vy cisternas del  reticulo
endoplasmatico, pelirribosomas, complejos de Gelgi, microfilementes, y un
niumerc variable de particulas de glucégeno v gotas lipidicas (Picton, 20017,
Las particulas de glucégeno vy las gotas lipidices slmacenadas en estas CGP
serviran de reservea energétice durante la migrecién hasta las crestas
genitales. Inicialmente, el transporte de estas CGP hacia el presunto ovaric
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depende de una transferencia pasiva que courre comec consecuencia de los
cambios que s=  estan produciende en el embrign en desarrcllo.
Fostericrmente, este transporte es dependiente del movimiento
morfogengtico ¥y de propulsion de estas célules con alta motilidad como
respuesta & determinadas sustancias quimictacticas, como el factor de
transformacion del crecimiento (TGFEL). Una vez establecidas en el ovario
primordial, estas células pierden su motilidad y son transformadas en
cvegenias, las cuales comienzan a dividirse por sucesivas mitcsis, hasta que
la dltima generacién de oveogonias entra en meicsis dande lugar a los
ovocitos primarios.

En las hembras, toda |z peblacién de ovocitos entra en meiosis
sincrénicemente en la vida fetal, La primera division meidtica progresa
hasta que el ovocito alcanza el estadic de diplotens difuse de la profase 1
{estado de dictiato) caracterizado por la presencia de un niclec prominente
gue recibe el nombre de vesicula germinal {Gv). Los ovecitos en estadic de
diplotene socn mas grandes que las ovogonias, ¥ poseen mayor cantidad de
ocrganelas citoplasmaticas. Este ovocito se encuentra en el equivalente
estadic mitético G2 ya gque el ADN s2 ha replicado antes de comenzar la
meicsis. En esta etapa, la meicsis del ovocite se encuentrz inhibida. La
detencién meidtica s mantieng por un sistema de multiple contrel donde
intervienen el AMPc (Schultz, 1991; Matticli 1994) y ctros facteres {Thibault
et af., 1987). Este estadic no presenta cambiocs hasta gue los folicules
dominantes son estimulados por el pice de gonadotropings. La mayoriz de
los ovocitos suele haber llegado & este estadio en la fase final de la vida
fetal del individuc.

El inicic del crecimiento lleve ascciede ung expresién coordinada de
genes espedfices del ovocito, como ZP&, ZPB, ZPC, mediante los cuales
tendra lugar lz formacion de Il ZP (Miller, 1999). Esta estructura
proporcicna una superficie protectera al coveccite impidiende el pasc de
sustancias con pesc mclecular mayor de 170kDa. Los estudics realizados
sobre el proceso de formacidn de la ZP no son del todo claros ¥ generan
bastante polémica. En referencia al trebajo realizade por Sinowatz et &/, en
2001 existen tres tecrigs; ung primera que describe que el ovocito es el
unicoc participente en la sintesis de las glicoproteinas de la ZP, otra en |
que las responsables de la sintesis son las células foliculares v la Gltima en
la que las células foliculares conjuntaments con el ovodto se encargan de
su formacién, e ZP estd formada por tres clases de glicoproteinas
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dencminadas ZP1, ZP2 ¥ ZP3, que en la especie porcing se cocnocen como
ZP3a, ZPl ¥ ZP3L, respectivemente (Miller, 1999), ¥ se combinan para
fermar una capa de alrededor de 15pm de groscr rodeande al cvccitc
{Cchen et al., 1992). Aunque los tres compeonentes de |z zona juegan un
papel importante en el mantenimiento de la estructura de la ZP, estan
altamente diferenciados en relacién a su papel bioclégico, Le ZP1, en el caso
del ratén, actila como nexo de unién entre los filamentos de la ZP2 vy I
ZP3. Esta ultimz, s ha demostrade que actla como receptor primaric de
reconccimiente espermaticc en esta especie. La union entre la cabeza
espermatica vy la ZP3 da lugar & I induccién de |z reaccidn acrostmica
{wassarman, 1988). Después de preducirse la reaccion acrosémica, la ZP2
actiz como  receptor  secundaric de  reconocimiente  facilitando |z
penstracion del espermatozoide reaccionade & través de |z zona, No
chstante, existen diferencias entre especies en cuanto al papel fisiclégice de
las distintas glicoproteinas, ¥ quedan actualmente numeroscs aspectos por
investigar.

Los ovocitos bovinos y porcinos crecen desde un diametro de 30pm
{sin incluir ZP)} en estadios temprancs de crecimiento hasta un digmetro
aproeximade de 120-125um (Hyttel et /., 1997; Shen et af., 1998),

1.1.1.2.2 Maduracion def ovocito

Durante lz maduracién del ovocito, se producen una compleja serie
de meodificaciones en el citoplasma, junte con la maduracién meidtica del
niclec vy ciertos cambios en la membrana, con el fin de preparar a este
ovocito para ser fecundado con éxito y poder mantener la primera fase de
desarrcllc embricnaric.

En lz figura 1 se representan las diferentes fases del crecimientc,
capacitacién ¥y maduracion durante la foliculegénesis del ovocito segun
Mermilled et af, {1999,
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FIGURA 1. Representacion esguematica del crecimiento del ovocito, capacitacian y
rnaduracion durante |a foliculogénesis {(Mermillod ef af., 19993,
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a) Maduracién citoplasmatica

Locs cambics que acontecen en el pasc de ovocite primerdizl hasta
embricn transcripcicnalmente activo se pueden dividir en tres:

- Programa de crecimiento Onicc ¢ capacitacién ovocitaria, que es
el proceso de preparzcién del ovocite durante la foliculogénesis que
posibilita un desarrcllc embricnaric posterior (Hyttel et af., 1997; Mcor et
al., 1998). En este pericde sole se dividen las células somaticas, no el
ovocito, Representa un pericdo de sintesis intensz ¥y almacenamiento de
macromeléculas, El ovocite durante esta etaps es incapaz de pasar del
estadio del cicle celular G2 2 metafase, Las células foliculares proporcicnan
soporte metabolice e instruccional para que el ovodto no cambie de fase
dentre del cicle celular.

Los ovocitos que se encuentran dentro de los foliculos primordiales
son metabdlicemente activos, Estos ovocites responden a las sefizles de

10
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crecimients intrzevaricas ¥ comienzan unz fase de sintesis activa, Esta fase
de crecimiznto es lnica y difiere de las células somaticas en tres aspectos
importantes. En primer lugar, a pesar de gue el ovccitc aumente su
tamafic, este procese tiene lugar en ausencia completa de division celular,
Por otra parte, gran parte de los productos procedentes de la transcripcion
y traduccidn no se utilizan durante esta fase de crecimiento activo, perc se
almacenan para posterior uso durante la embricgénesis temprana, Por
ultimo, la regulacién del crecimiento v cicle celular del ovedto esta mediada
per una serie de complejas interaccicnes con las células socmaticas que
redesn al ovocito. Durante el estadio de folicule primordial, las células que
roedean al owveocite probablemente ejercen una influendz negativa en el
crecimiente del ovocitoc, Este efecto negative desaparece cuando estas
célulzs son estimuladas por mecanismos desconocidos ¥ entran en mitosis
{Thibault et ai., 1987). Por lo tante, esta cooperacion metabdlica mediada
por el soporte celular es importante para el crecimiente del cveocito.,

- Modificaciones bioquimicas y morfolégicas del ovocito durante
la maduracién gue son desencadenadas per el pico de LH. La maduracién
ovocitaria  esta  desencadensda por |l respuesta  folicular &l pico
precvulatoric de gonadotropinas, que confiere al ovecite lz capacidad de
sostener la fecundacién y el desarrollc embrionaric tempranc, Durante
esta fase de maduracion, las células de Iz granulosa siguen produciendo
estercides, perc tiene lugar el pasc de un ambiente estrogénico a otro
donde predomina la progestercna. Por otra parte, producen  dcido
hialurénice que permite la expansién vy mucificacidon de las células del
cumuivs ¥ pérdida de las uniones tipe gap de contacto entre el ovocito ¥
estas células. El potencial para le maduracion nuclear y citoplasmatica se
adquiere cocnjuntamente durante el desarrcllc del cvocite {(Moor et al.,
1998; Picton et af., 1995).

Las interacciones entre las células foliculares y el owvocite son
cruciales para el inicioc vy finalizacién de esta fase de diferenciacién o
maduracién., Cuando la ascciacidén entre las células foliculares v el ovocito
se pierde, aumentz el transporte de membrana ¥ se produce una
resituzcion de organelas citoplasmaticas. alge del ARNm almacenado
durante lz fase de crecimientoc empieza a transcribirse y las proteinas
resultantes jusgan un papel critico en la progresién del cicle meidtico, en la
regulacidn de la penetracién del espermatozeide y en su posterior
descondensacion,

11
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For otra parte, durante este estadic de diferenciacién, las
mitccondrias unifermemente distribuidas en el citoplasma de ovocites en
estadic de Gv, se agregan alrededer del niclec, momento que coincide con
lz rotura de la vesicula germinzl (Thibault et af., 1987). Este agrupamiento
mitccondrial ¥y posterior dispersién en estadic de anafasgftelofase es
micrctibulo dependiente v necesario para la progresion de la maduracidn,

Mientras que las mitccondrias migran para zlcanzar una posicién
perinuclear durante el pericde de maduracion, los granules corticales (GC)
migran hacia la membrana celular formando una monccapa irregular {Cran
¥ Cheng, 1988). A menudc se forma una zonaz desprovista de crganelas
cerca de esta monccapa de granulos corticales, migntras que una delgads
capa de filamentos de actina se interpone entre los GC v el colema.

Los GC representan unz forma especial de lisocsomas primarios
esférices, limitados por una membrana, cen un tamafic variable y
compuestos por glicoproteinas vy enzimas hidreliticas. Se criginan a partir
del aparate de Golgi y el reticule endoplasmice rugesc, y se forman durante
el crecimiento folicular mediante un crecimiento continuo hasta gque se
produce la cvulacién,

Ha side demostrado que la migracién de los GC es un evento
necesaric para el blcquec a la pclispermia. El desarrclle de la capa de
filamentos de actina estsd probablemente relacicnade con la estabilizacidn de
los GC, ademds de ser importantes para su exocitosis. Todavie no esta del
todo daro por qué ung zona desprovista de organelas se forma cerca de
estz capa de GC en los ovocitos porcings. Los riboscmas aumentan en
niumerc y el aparete de Gelgi se slarge v se transforma en cisternas
dilatadas situadas en el cértex del cveocite donde serz active en la
exportacion de glicoproteinas a la ZP {Picton, 1998) y en la formacion de GO
necesarios en la fecundacién. El reticule endeplasmatice tambign adquiere
posicion cortical, donde llevara & cabo lg liberacién de celcio para que se
produzca la exocitosis de los GC. También durante le maduracién
citeplasmatica se produce un sumento en lz acumulacicn de lipidos y
glutatién {Rodriguez ¥ Farin, 2004),

La remcdelacién citoclégica esta acompafiada de una maduracién
melecular con sintesis v almacenamiente de una amplis variedad de
proteinas durante el crecimiento del oveocito. Se ha visto que esta

12
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maduracién moelecular ccourre unas pocas horas antes de B recogida de
cvocites {en hembras sincrenizadas hormeonalmente) (Sirard et af., 2003).
Se sabe gque el ARNm es la forma principal de almacenamientc de
informacién en los ovocitos ¥y éste permanece estable durante dias {Brower
et al., 1981). Durante esta reprogramacion, tieng lugar al mismo tiempo
nueva sintesis y cese de sintesis de ciertas proteinas especificas del estadio
de Gv, Estas nuevas proteinas sintetizedzss jusgan un papel importants 2n
la pregresicn del ciclo meidtico hastz su finalizacién, con la formacién del
proniiclec femening,

La clave en la maduracién y viabilidad embricnaria reside en el
compartimente folicular mas que en el propic ovocitc. Falles en Iz
adquisicién de estas sustancias no permitirvdn al ovocite adquirir los
nutrientes y sefales necesarias para el desarrclle embricnaric postericr.

- Como consecuencia de la recrganizacién y  utilizacion de los
preductos formados durante las des fases anteriores, el ovecite crece,
finaliza el contrcl maternc del desarrcllc ¥y se activa el genoma
embrionario. Durante esta fase se produce una nueva transcripcicn
embricnaria {(Sirard, 2001), En el ratdén, se hz vistc que el gencma
embricnaric toma el contrel del desarrclle tempranc inmedigtamente
después de la fecundacion, en el estadic de dos células, mientras que en
grandes znimales, esta transicicn ccourre unos cicles celulares postericres
{Bachvarova, 1985). El ovocite contiene las instrucciones apropiadas para
llevar & cabo las primeras divisiones, Esta transicién se denoming transicién
maternal a cgoto {maternal to zygotic transition, MZT) y requiere la
traduccién de nuevas proteinas (Sirard, 20017,

La recrganizacicn y utilizacién de los preductos glmacenados durante
el crecimiente del cvccite constituye una pieza clave del programa de
maduracién. Estos eventos de diferenciacion no son dependientes de la
regulacién nudear; sin embargo, controlan | progresién del cicle meidtico y
ctros eventos intracelulares que confieren al cvocite la competencia para el
desarrcllc  posterior. Estos cambios tienen lugar en los  diferentes
componentes del oveocitc v estan facilitades o regulades por las células
somaticas del felicule.

No existen métodos para  diferenciar  ovocitos competentes o
incompetentes, excepte por cambios en la morfologia del nucleclo ascciados

13
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al procese de la capacitacién ovocitaria (Hyttel et af., 1997). Unicamente se
puede valorar esta competencia mediante & tecnologiz de la fecundacién in
vitro y transferencia embricnaria {Sirard et af., 2003).

b) Maduracién Nuclear

La meicsis es un tipoe de division celular caracteristico de las células
germinales {espermatcgonias ¥ owvcegenias). Su chjetive es dcble: la
reduccidén de un nimero dipleide de cromosemas a un ndmere hapleide y 12
recombinacién de la informacién genética (Polanski y Kibiak, 1999). Es
importante el estudio detallade de estes procescs que tienen lugar en el
intericr del ovccite para postericrmente, comprender el mecanismoc que
tiene lugar durante Iz fecundacién,

En lz especie porcina, los foliculos menores de 0.7mm de diametro
contienen cvocites incapaces de reanudar la meicsis {Hunter, 2000). La
capacidad de desarrcllo se incrementa coenforme va aumentando el dismetro
del folicule (Hunter, 20007,

Los ovocitos de la mayoria de mamiferos se encuentran en estadic de
diplotene de la profase I, hasta que se produce la adecuzads estimulacicn de
factores de crecimiento ¥ hormonales dande lugar a la progresion de estos
ovocitos al estadio de MIL Posteriormente, éstos quedaran en este estadio
de MII hasta que se preduzes la fecundacion,

Los ovoditos porcinos necesitan de un pericdo de sintesis proteica (&l
gque nos hemos referido previementz durante Iz maduracion citoplasmatica),
antericr a Iz roture de la vesicula germinal {GWBD), para una progresicn
ncrmal en el ciclo meidtico (Fulka et af., 1988). La inhibicién de la sintesis
proteica en diferentes estadios postericres a la induccicn de la maduracicn
en ovocitos pordnoes demuestra gque las proteinas necesarias para s
progresion del ciclo celular son sintetizedas en suficiente cantidad para que
tenga lugar la GVBD & las 12-16h después del pico de LH. Sin embargo, la
nueva sintesis proteica no se requiere para la condensacién cromatinica o
desaparicicn del nuclecle, pero si es absclutamente necesaria para la rotura
de la membrana nuclear {Kubelka et af., 1988).
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= Adguisicidn de ia competencia meidtica; la adquisicién de la
capacidad meidtica esta ascciada con la apericion de componentes
esenciales del ciclo celular come el facter promoter de la metafase {MFF,
Masui vy Market, 1971), unaz Qgquinasa que se activa en covocitos
completamente desarrollados entre las 8 ¥ 12h después de la induccidn de
la maduracidén. El MPF (figura 2} s& constituye gracias a2l ensamblaje de una
subunidad reguladera {Cicling B) ¥ una subunidzd catalitica, Esta ltima es
una proteina de 34-kDa dencminada p34°
transferencia de grupos fosfatos del ATP a residuos especificos de serina y
trecnina, y otra. Esta quinasa es una de las quinasas principales en la
regulacién de la transicién de |z fase G2/M durante la mitosis, asi como en
Iz meicsis cvectaria. Los ovocitos porcings en crecimiento (= 90 pm de
diametre) son incapaces de reanudar la meiosis in vitro, Esta incapacidad
para reanudar la meiosis no viene dada por una deficiencia en el MPF y/fo
proteinquinasas activadoras de |z mitosis (MAP guinasas), ya que la
cantidad de las dos subunidades de MPF, p34°* y Iz ciclina B en cvocites en
crecimientc es cocmparable 2 la existente en covecitos totalmente
desarrcllades. Pero estos ovocitos contienen la forma fosforilada de la
p34¥¥ que no permite la activacién del MPF hasta que no completen su
crecimientz (Christmann et af., 1994). Postericrmente, cuando los foliculos
alcanzan un digmetre de 1.0-1.5mm, los ovocitos que han regnudado |a
meicsis ¥ s2 encuentran en estadic de MI, son capaces de activar la
subunidad catslitice {cdc2), perc todavia no han estsblecide una via MAP

, Bn la que se lleva a cabo |a

quinasa-activadora por lo que no son capaces de proseguir la maduracién
hasta estadic de MII (Motlik ef af,, 1984). Por lo tanto, se sabe que la
adquisicién de la competencia meidtica en ovocitos porcines se correlacicns
con la capacidad para activer a estas dos proteings, MPF y MAP-quinasas
{Kanayama et af., 2002). En primer lugar adquieren lz capacidad de activar
la subunidad cdc? y postericrmente |z adquisren para activar la via MAP
quinasa durante la fase de crecimiento.
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FIGURA 2. Representacion esquematica del MPF con sus dos subunidades,

EradPE Active MPF

i’ cde2h
o
B ; 2iTvi 15

= Thrid

=

&
Thr 164 Thr 164

= Reanudarcicn de ia meiosis; en la especie porcina la capacidad para
reznudar la meicsis se adquiere cuando los folicules alcanzan un digmetro
de 3mm o mas {Marchal et af., 2002,

Se han estudiade diversas moléculas que regulan el proceso meidtico,
y entre ellas se encuentran:

- Adenosinmonofosfato ciclico (AMPc): Lz reanudacién de la
meicsis viene precedida por un aumente en el AMPC. Les niveles basales de
AMPC producides por las células somaticas en los foliculos son transferidos
de una manera continuada al ovocito a través de las uniones tipo gap; de
esta manera, s& mantiene el ovocito =2n el arresto meidtico. Postericrmente,
g partir de |z formacién de receptores de la LH, lgs células de la granulosa y
del cumufus responden al pice  precvulateric  preduciende  grandes
cantidades de AMPc. Estas elevadas concentraciones de LH median en la
accién de |z conexina 43, proteina que forma parte de las unicnes tipe gap
de las células foliculares. Se producen cambios en la coenformacion de esta
conexing, via proteinquinass C (PKC) y/o via de la fosfatidilinesitol 3-
gquinasa {PI 3-Kinase). La activacidn de esta dltima quinasa provoca en las
células del cumuwius la fosforilacién de la conexing 43 produciéndose una
reduccidn de las comunicaciones intercelulares en dichos foliculos y por o
tantc en la cooperacion metsbdélica (Gilula et al.,, 1978). Este procesc es
conocide come expansion o mucficacién del cumufus (Eppig, 1979) vy se
procduce a las 1&h postericres al pice precvulatoric de gonadotropinas. Por
otra parte, la activacién de esta PI 3-guinasa en las células del cumidus
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contribuye a la activacién de las MAP quinasas ¥ MPF {(Shimada y Terada,
2001). Bajo estas cendicicnes, el flujo de AMPc desciende por debzjo del
umbral requeride para inhibir la activacicn de MPF y el ovocito reanuda |z
meicsis {Dekel, 1999},

- MPF: El proceso de reanudzcién de la meiosis esta controlade &
través de la activacion mediante una via de sefizl transductora que incluye
el MPF. Este factor se activa durante el comienzo de la maduracién
ovocitara, al iniciarse la GVBD y aumenta en estadic de MI;
postericrmente, su activided decae en estadic de anafaseftelofase 1y
vuelve 2 slcanzar un pico en estadio de MII (Wu et af., 1997,

La activacién de este factor viene inducida por le defosforilacién de la
tircsina de lz subunidad catalitica p34™° y sintesis de la ciclina B. En
ovocitos porcinos completamente desarrellados, esta presente el complejo
ascciade de ambas subunidades {Chen et af., 20007, perc el aumentc de la
forma activa del MPF hasta concentracicnes efectivas requiere sintesis
proteica activa (Motlik ¥ Kubelka, 1990).

- Juntc con el MPF participan otras quinasas reguladoras de la sefhal
extracelular {(ERK) que interviensn en |z maduracién del ovecito en
diferentes especies (Incue et af., 1995). Se ha descrite la expresion de dos
iscformas no fosforiladas de ERK en ovocitos mamifercs inmadures; ERKL
{44kDa) y ERK2 ({42kDa). Ambas se wvuelven activas mediante su
fosforilacién durante el pericdo de la rotura de la vesicula germinal {GvBDY,
Estas dos isoformas pertenecen a la superfamilia de las proteinquinasas
activadorss de Iz mitcsis MAP quinasas, entre I8s cuales tambign destacan
la MAPK p38 v la c-Jun N- terminal quinasas {JNK, también conocidas come
proteinquinasas por estrés). Todas ellas son  proteinquingsas  serina-
trecnina. Recientemente se ha estudiadc la MAPK p38 en cvccitos porcincs
demostréandose gque  esta  proteine  se  active durante la  GVBD,
permaneciende en este estado active durante la progresion de MI & MII
También se ha descubierto la presenciz de esta proteing en las células del
cumuiys participande en la expansion de éste inducida por |z FSH., La
inhibicién de esta proteina bloques |z reanudacion de le meicsis inducida
por FSH en ovoditos con cumifus vy bloguea la transicion de MI-MII en
ovocitos denudades (Villa-Diaz ¥y Miyano, 20043,
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- PKC {proteinguinzsa C): Diferentes estudiocs muestran la existencia
de diversas isocformas de las PKC que se concentran en el estadic de GVBD
de cvocites percinos {(Fan ef af, 2003). Shimada y Terada en 2001
chservaron que la reanudacion de la meiosis de los ovocitos porcinos estaba
ascciada con la via de la PKC en las células del cumiius,

La maduracion meiética del oveocito conlleva la capacidad para la
rotura de la membrana nuclear, v postedor progresion del ovecito de la fase
G2 del cicle celular de estadic de dipletene de la profase de la primera
divisién meidtica hasta MII.

Resumiendo, la reanudacién de |z meiosis puede explicarse mediante
unz reduccién en lz concentracién de AMPc y la consiguiente activacidn-
inactivacién de proteinas presentes en el coplesma (Fulks et af., 1998;
Mcor et af., 1998; Picton et af., 1998).

Se ha demostrade mediante detzllades analisis citolégicos de los
eventos meidticos que tienen lugar durante la maduracién, que los cambics
en la cromating nuclear ccurren en la fase folicular antes del pico de LH
{Daguet, 19803, Durante lz fase de G¥0, la cromating dispersa,
caracteristica de los ovoctos en la fase luteal, inicie una parcial
condensacién con agregados de cromatina irregulares alrededor del niclec
frente 2 la membrana nuclear {Gv1l). Segin les estudios realizados por
Motlik v Fulka (1986}, los intervalos que se suceden desde la liberacidn de
LH hasta la retura de Iz vesicula germinal, tienen una duracién aproximada
de 20-24h y pueden dividirse en cuatrc fases bien diferencizadas. Scbre las
8-10h postericres a8 lg exposicion de LH, unos pocos agregedos de
cromating se forman alrededer de |l membrana nuclear (GY2), ¥ a las 16h
la mayoriz de los ovocitos exhiben puntos de cromating condensads y el
comienze de |z formacion de hebras (Gv3). En la fase final, a las 20-24h
después de LH, el nuclecle desparece, la cremating se condensa formando
unz red de bivalentes individuzles y se produce la rotura de Iz membranza
nuclear {GVYED).

Se han estado realizande diferentes estudios de fusion celular pare
comprender la relzcién entre el niclec y el citoplasma durante el pericdo
antericr a la GVBD {Fulka et al., 1986; Mctlik y Fulka, 1988; Kubelka et af.,
1988). Estos estudios sugieren que los factores relacicnades con la
maduracién (MPF fike factors), slcanzan sus maximos niveles en los
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ovocitos & las 8-16h después de la induccién de lz maduracién, Estos
factores requieren la sintesis proteica para su activadén o acumulacién,
Parece ser que la actividad de condensacién cromosémica en los ovocitos
porcinos esta posiblemente localizada en el nuclecplasma, v no se libera al
coplesma hasta después de la rotura de la membrana nuclear,

La capacidad de progresion del estadio de vesicula germinal & estadic
de MII, juntc con la compactacién nuclezr ¥ con el cese de la sintesis de
ARN, ccurre cuando los ovocitos alcanzan su tamafic completo en el foliculo
antral. Mas del 80% de los ovocitos de 100pm de digmetro (80% del
tamafic complete) permanecen bloqueadeos en estadic de Gv después de
24h de cultive, mientras que todos los ovocitos totzlmente desarrcllzados
completan la rotura de la vesicula germinal {GVBD) durante el mismeo
pericde in witro {Motlik et af., 1984).

La capacided para completar la transicién de G2 a prometafase
coincide coen el cese de la actividad transcripcicnal del nuclecle, con la
adquisicién del tamsfic completo vy con la capacidad de sintetizar las
proteinas propias del estadic de metafase (McGaughey et af., 1979,

= En=amblaje del aparato meidtico, existen diversas proteinas
ascciadas en este procesc come la MAPquinasa y le p90™* que se

encuentran siempre en areas donde hay ensamblzje de microtibulos {Lee
et al., 2000). Por otra parte se han descritc lz NuMA vy Iz gamma-
tubulina; ambas se han visto ascciadas en dress cercanas a los
cremosemas. NuMA ha sido observada en ambes pelos del huso mitético
durante la MI, mientras que la gamma-tubuling se localiza entre el huse de
micrctibulos (Sun et ai., 2001). Otras proteinas asocciadas & este aparato
meidtico son la Pofo-fike quinasa 1 {Yac et af., 2003) y lz CENP-E, unz
proteina motora de los cinetocores (Lee et af., 2000).

= Detencidn en Metafase IT; los ovocitos en estadio de MII presentan
elevados niveles de MPF y  actividad MAP quinzsa; s ha estudiade que
estos factores actdan como factores citostaticos (CSF, cyinstatic factors)

gue mantienzn a los ovocitos de los vertebrades, incluyends los mamifercs
en arresto meictico, El MPF se concce como un compenente importante de
los CFS en los ovocitos porcines; este factor alcanza uno de sus maximos en
estadic de MII, poer lo que la habilided de estos ovocitos para activarse
depende de Iz disminucién de |z activided de este factor (Kikuchi et al.,
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20001, Ademas, lz transicién de estadic MII hacia anafasell/telofaseall
depende de la inactivacién del MPF v degradacién de Iz cicling B {Miyano et
af., 20003,

Recientes estudios sugizren que las MAP quinasa v la p90™* jusgan
un pepel importante en la detencién de ovocitos porcinos en estadio de MII
{Fan et af., 2003).

1.1.1.3 Ovulacidn

El picc precvulatoric de LH, inducide por adecuades niveles de
estradicl preducide por los foliculos preocvulatorios, desencadena finalmente
Iz ovulacidn,

En lz especie porcina, la ovulacidén suele tener lugar 36-40h después
del inicio del estro, tomando el pico preovulztorio de LH come dia 0 del cicle
estral, ¥ dura de 1 a 3 horas {Geisert, 1999); sin embarge, el inicic ¥ la
duracién de la ovulacién son muy variables {revissde por Flowers y
Esbenshade, 1993). Los foliculos que alcanzan un dizmetro de 3-5 mm se
consideran capacitados para ovular. Las paredes de estos foliculos no estan
tensas, sino que se produce un descense de la presion intrafolicular como
consecuencia de alguna varizcién en sus propiededes (Hunter, 1967). De
esta manera, en la cerda, la cvulacidn se produce por un ablandamiento y
colapse provoceda por la discciacidn enzimatica de la pared folicular
{Hunter, 1988), pcr ejemplec, por las cclagenasas gque disuelven la
membrana basal y el estroma folicular durante la cvulacicn,

Los ovocitos se liberan del folicule precvulatoric o folicule de Graff
como ovocitos secundarios en estadic de MII, revestidos por un nidmero
variable de células del cumwius v por liquide folicular viscoso, El ndmero de
cvocites liberades es variable, cscilande entre 10 y 24 {Geisert, 1999),

1.1.1.4 Transporte del ovocito en ef oviducio
El oviducte de los mamifercs proporciena el micreambiente necesario

para la captura, transporte ¥y maduracién final de los ovocitos ovulados;
transporte, almacenamiento y capacitacién de los espermatozoides; la
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fecundzcién, y por dltimo, las primeras divisiones del embrign {Hunter,
1988).

En el moemento de la ovuleciéon, kB fimbria del oviducto envuelve al
ovaric, capturando el contenido de los foliculos, es decir, los ovocitos
rodesdos por sus células del cumufus oophorus v ung pequefia cantidad de
fluido folicular viscosoc. Estos ovocitos se dispenen en lz ampellez oviductzl &
través de la cual son transportados hacia el lugar de fecundzcién, en la
unién ampular istmica. Tedo el procese descritc dura uncs 24-30 minutos
{Hunter, 1989} v postericrmentz, los cigotos migran o son transportados
haciz el uterc.

Al transporte de los ovecitos contribuyen las ondes de contraccicn
peristéltica en =l miosalping, el batide ad-ovarico de los clios que revistzn
lza ampolla ¥ los movimientos del mesosalpink (Hunter, 1989). Durante |z
citada fase de transporte se produce unzg maduracién final del ovocito
secundaric y, efectivamente, podria preverse algin tipo de cambic de
membrana teniendc en cuenta la diferencia entre les "medic ambientes”
folicular v tubgrico (Hunter, 1989). Ls adhesién de glicoproteings
oviductzles {(oviductinas) & la ZP es guizés unc de los cambios mas
impcrtantes (Hunter, 19893,

En el casc de la cerds, los ovocites empiezan a degenerar a las 8
horas postovuladdn aungque el animal puede seguir presentande conducts
tipice de celo y ser receptivo al mache. Los ovocitos no fecundados
degeneran en el tere por reblandecimiente y distorsidn de la zona pelicida
{Hunter, 1982},

1.1.2 MADURACION IN VITRO (MIV)

Las secuencias detalladas de los eventocs que ccurren durante el
crecimiento del ovocite in vvo deben imitarse lo maximo posible, mediante
técnicas disefiadas para soportar el crecimiento folicular vy ovocitario in
vitro.
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1.1.2.1 Duracién y condiciones de cultivo

El tiempo de cultive necesaric para cbtener ovocites madurados in
vitro en el estadic nuclear de MII es bastante aproximade al requerido in
vivn, La duracién del cultive durante la MIV de los ovocitos porcinos oscila
desde 36h {Yoshida et af., 1993; Ka et af.,, 1997) hasta 48h {Naitc et af.,
1988), pasando por 40h {(Funahashi y Day, 1993), 44h {Galeati et af., 1991;
wang et af., 1997; Rath et af.,, 1995; Lu et af., 1997), 46h {Eng et af,,
1986; Kikuchi et a/,, 1993) o incluso 50h (Kim et af,, 1998). Segun Kz et &,
{1997) un cultive de 36h es suficiente para completar los procescs de
maduracién nuclear y citoplasmatica, mientras que Yamauchi et af, (199a)
apuntan que el pericde optimo de cultive es de 42-44h. Recientemente,
otros autores apuntan a la necesidad de reducir los tiempeos de maduracién
para conseguir una mejor calidad cvocitaria, ya que se ha cbservadc que
los ovocitos mas vigjos tienen menor capacided de ser fecundados que los
jevenes, debido & la mencr cantidad de quinasa HL (Stumpf et af,, 1994) ¥
a la mencr cantidad de Iz forma activada del MPF {Kikuchi et &f., 20003,

Las condicicnes fisicas especificas del ambiente en el que maduran
los ovocitos {osmelaridad, pH ¥ composicién iénica del medic, temperatura
y tensién de CO.; y O; del incubador, volumen de cultive y tiempo de
incubacién), asi comeo la mayor o mencr definicién del medic de maduracién
utilizado {suerc, células somaticas, etc.) van a influir en el resultade fingl
{Holm y Callesen, 1998).

La temperatura de incubacién mas utilizada, tanto en la MIV come en
la fecundacidén in witro (FI¥) ¥ el cultive de embricnes {CE) se encuentra
cercana a la temperatura corporal de la cerde que es de 39°C. Se han
reglizadc diversas investigaciones & temperaturas de 37°C (Naitc et af,,
1988) pere la temperatura mas utilizada es de 38.5°C (yYoshida et &f., 1992,
1993; Liu et af.,, 1997) o de 39°C {Galeati et af., 1991; Zheng y Sirard
,1992; Rath et af., 1995; Sawal ef al., 1997). La stmosfera de cultive
empleads coemc ruting en los protoceles de preoduccién de embricnes
porcinos es de 5% de CO; ¥ 95% de humedad. Noermalmente, los cultivos in
vitro utilizan medios ricos en bicarbonate stdico para mantener el pH
adecuado.
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1.1.2.2 Medios de cultivo y supiementos

Farz la maduracién in vitro de los ovocitos porcines, se han estado
empleando diferentes medics de cultive dependiende del proposite de
estudic ¢ del grupe de trabajo. Los medics se pueden clasificar en sencillecs
o complejos en funcién de la diversidad de componentes, Entre los medios
de cultive sencillos ampliamente utilizados en la MIV porcina se encuentra
el medic Whitten 's (Funzhashi et af., 1994; Coy et af., 1998; Ka et af,,
1997) el medic KRB {Krebs Ringer Bicarbonato; Naito et af, 1988) y el
medic NCSU {(North Carofing 5tate University; Abeydeera et af, 1998).
Estcs medios se suelen preparar en el propic laboratoric. Dentre de los
medics de MIV cemplejos pocdemos destacar el TCM199 {Tissue Culture
tMedium 199; Zheng y Sirard, 1992; Rath et al., 1995; Coy et af., 1999) y el
Waymouth {(Yoshida et af, 1993, Kikuchi et af., 1999; Coy et al., 1999).
Estos, a diferencia de los antericres, se suelen adquirir en preparados
comerciales debide a su elevado nimero de componentes,

A su vez, los medics de cultive se dividen en definides ¢ indefinides,
conforme el tipe de suplementacién gque presenten. La tendencia actual es,
en la medida de lo posible, el uso de medios con suplementos definidos. De
esta manera, no se presentan posibles factores desconocidos que podrizn
interferir en la reguladén de los procesos de estudio (Abeydeera, 20027,

Los suplementes varizan de igual forma dependiende del chjetive de la
investigacién y de los laboratorios. Se sabe gue durante el proceso de MIV
en muchas especies intervienen mayoritariamente la suplementacion de
proteinas ¥ de hormonas,

Dentro de los suplementos mas utilizados se encuentran:

- Fluido folicular porcing (PFF). Es el fluide fisicldgico que llena el
antro folicular ¥ bafia al ovocite en condiciones in vivo, Su emplec esta
extendidc entre numercscs autores (Yoshida et af., 1993; Rath et af., 1995;
Coy et af., 2002, Matas et ai., 2003). voshida et af. {19923 demostraron
que el fluide folicular conteniz una sustanciz acida que promovia la
maduracién ovodtaria. El PFF procedente de foliculos de 3 2 émm de
diametre aporta al medic de cultive ne sdéle proteinas sino también unz
cantidad basal de genadotropinas y estradicl {Funahashi ¥ Day, 1993). Se
ha prebado que su adicién al medic aumenta los porcentajes de maduracién
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nuclear {Yoshidz et af.,, 1992), promueve significativamente la formacicn
del prenticleo masculing v |z expansion de las células del cumofus,

- Suero fetal bovino (FCS) y albimina sérica bovina (BSA), que se
utilizan como fuentes proteicas. El suerc se ha visto que estimula lz
expansion dzl cumufus (Daen et &, 1994), aunque alguncs autores
chservan un efecto perjudicial de este FCS en la formacién de prontclec
masculinc {Funzhashi ¥y Day, 1993). El usc de la BSA presentz disparidad
de cpinicnes (Yamauchi et &af., 1998; Zheng y Sirard, 1992). Se han
descritc  similares  porcentzjes  de madoracién nuclear con medios
suplementades con BSA frente a FCS. Sin embargo, el estudic realizado por
Zheng y Sirard muestra que el suplemento proteice de B5A no sustentz la
expansidn del cumufus ni la maduradén de los ovocitos porcines como o
hace el FC5.

- Glutation {GSH), cisteina {Cys) y otros compuestos con grupos
ticles. Estos factores protegen al cveocite contra los efectes nocives de las
especies reactivas de oxigenc generadas durante las condicicnes de cultivo,
manteniendo un ambiente de dxido-reduccién sdecusde  (Meister y
Andersocn, 1983). Por otra parte, favorecen la formacion del prondclec
masculinc {PNM) reduciendc los puentes disulfurc de las protaminas del
ADN espermatico. Este importante papel del GSH sobre la formacién del
PNM ha llevado & alguncs autores a utilizar la concentracién intracelular de
GSH al final de la maduracién, como un medidor de la maduracién
citoplasmatica del ovocito (Yoshida et ai., 1993b; Funzhashi et a/., 19944,
1996; Coy et af., 1999),

- Gonadotropinas. Este suplementc es unc de los factores decisives
en la MIV {(Zheng ¥ Sirard, 1992), ya que mejora la maduracion nuclear y Iz
expansion del cumulus, Ademas, ejercen una accién positiva sohre la
formacicn del PNM {Wang y Niwa, 1995). Existen diferentes combinaciones
de gonadotropinas ¥y estradicl: eCG-hCG {Abeydeera et af., 1998); eCG-
hCG-estradicl {Funahashi y Day, 19933, FSH-LH {Mcri et al., 2000), F5H-
LH-estradicl {Zheng ¥ Sirard, 1992).

- Factor de crecimiento epidérmice {EGF). Este factor presenta un
papel regulzdor, tante autocrine como paracring, en las funciones ovaricas.
Su accién parece estar mediads por la unidén & receptores presentes en las
células del cumidus (Coskum y Lin, 1992) estimulande la produccién de
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acide hizalurénice y su retencién en la matriz extracelular de las células del
cumiius expandidas (Prochazka et af., 1998).

1.1.2.3 Problemdtica actual

Unc de los principeles precblemas que presentaba la MIV de los
ovocitos porcinos era la baja formacién del PNM. voshida et 8., en 1993,
demostraron que durante la madurscién in vitre del ovecite s produce
sintesis intracelular de glutaticn vy gue éste es un importante factor
citeplasmatico para regular la descondensacicn espermatica vy la formacicn
del proniclee masculing tras la penetracién. Al parecer, el glutatién es
necesaric pare la reducdién de los puentes disulfuro de |2 protaming
espermatica requerids para iniciar B descondensacién. Diferentes estudios
han demostrado que |z utilizacién de medios con bajo contenide en sal, Ia
adicién de fluido folicular v la adicidén de cisteing al medic de maduracién
incrementa el contenide en glutation del ovocitc vy, en consecuencia,
mejoran su capacidad de formacién del promiclec masculine (Funahashi et
al., 1994; Yoshida et af., 1992; voshidz et af., 1993). Asi, este problema ha
sidc hoy en dia resuelic gracias 2 la aplicadén de unz serie de
modificaciones en las condicicnes de maduracién, fundamentalmente
consistentes en la adicidn de cisteina, cisteaming y glutaming 2l medio de
maduracién (Coy ¥ Romar 2002; Funshashi, 2003). En lz actuslidad, Iz
medicién del contenido intracelular de GSH en los ovocitos se utiliza como
un muy buzn indicedor de maduracién citoplasmatica, ¥ cuando se
modifican los tratamientecs de MIV para conseguir mejoras, es necesaric
medir este parametro para valorar si la formaddén del pronticlec masculine
se vera afectada por las modificacicnes introducidas,

Otre de los problemas presentes, ademas del grado de maduracién
cuando se utilizan ovocitos no ovulados fisicldgicamente, es el hecho de que
algunos ovocitosffolicules estan programades pare muerte  celular o
apoptosis dando lugar a la atresia de éstos (Kane, 2003}, Un porcentaje
de foliculos presentes en el ovaric se encuentran en diferentes estadios de
atresia {(Markstrim et a/., 2002). Probablemente, este proceso de apoptosis
comience en el foliculo y posteriorments afecte 2l ovocdto, Existen
evidencias de que complejo cumufus-ovocito (COCs) de buena calidad,
gislados de foliculos que presentan un grade elevado de apoptosis en sus
paredes, pierden su capacidad de desarrcllc pestericr (Jewgenow et af,,
1999), En el ovaric existen diferentes reguladores especificos de la
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apoptosis, incluyendce hormonas, factores de crecimientc y dtoquinas
{Markstrém et af., 2002). Por otra parte, se ha estudiado recientemente una
relacicn entre el grade de atresia presente en el cumafus v la competencia
ovocitaria;, un mencr grade de atresia esta asociade con ovodtos de
elevada capacidad de desarrolle {Hendriksen et af., 2000).

El principal problema en el estudic de Iz atresiz relacicnada con la
capacidad de desarrolle ovocitaria es que no existen criterios macroscopicos
que nos permitan seleccionar y clasificar los foliculos de acuerdo a su
estado de salud. Los criterios normalmente utilizados para la determinacién
de lz atresia son bicquimicos v no nos permiten su uso previo a la MIV
{Mermilled et &/, 1999). Grimes e Ireland {1988), en la especie bovina,
sugieren gque la apariencie de la superficiz de los folicules puede ser
utilizada como criteric de seleccién de los futuros ovocitos v asi, mejorar los
indices de maduracién in witro, Estos autores proponen la clasificacién de
los foliculos en dos categorias: foliculos clarcs y foliculos cpacos. En este
estudio, se demuestra que los ovocitos provenientes de foliculos clares
muestran tasas de maduracion in vitro significativamente supericres a los
ovocitos provenientes de los foliculos opacos. También puede establecerse
que los foliculos clarcs tienen en su contenide mencor concentracion de
estrégencs, pregesterona y fluido felicular que los opacos.

Existen evidencias en zlgunas células de gue la activacion de la
proteina quinasa-C inhibe lg apoptosis (Kane, 2003), y es posible que pueds
utilizarse este sistema de activacidn parz inhibir la spoptesis y de esta
manera mejorar los porcentajes de maduracion ovocitaria,

Del mismoc modo, las futuras innovacicnes en los sistemas de MIV
van encaminadas a la correccidén de otro problema come es la maduracién
citoplasmatica, que se ve ascciada a la capacidad de desarrclle posterior.
Los cvecitos madurades in wirn presentan una capacidad de desarrcllc
inferior & los madurados in vive (Rodriguez y Farin, 2004,

Cuandc el ovocite es liberade del ambiente folicular v transferide a un
medic de maduracién adecuado, en varias horas {dependiente de especie),
este ovoote alcanza el estadic de MII y esta listo para ser fecundado
{ Staigmiller y Mccr, 1984). A pesar de que lcs cvecites maduros a nivel del
niclec pueden ser fecundados, éstos pueden ser incompetentes en el
desarrclle posterior, debide a deficiencias en ciertos factores citoplasmaticos
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necesarics para la completa maduracion, Por ejemplo, las condicicnes en las
que se produce le maduracién fr witro pueden causar movimientos
incempletes de las mitccendrias en el citeplasma del ovodite, y per o tanto,
afectar a la maduracién posterior (Sun et af., 2001),

Ung incompleta maduracién citoplasmatica puede dar lugar & fallos
durante la fecundacidén incluyendo la polispermia ¥ unz asincronia 2n la
formacion pronuclear (Matticli ef al,, 19885; Moor et al,, 1990) gue se
conccen ceme unc de los principales preblemas de |z baja capacidad de
desarrcllc de los ovocitos madurados y fecundados in vitro {Hunter, 1991),

La adquisicién de |z capacided de desarrclle ccurre  durante el
crecimiente del owvocite dentro del folicule y tiene lugar en diferentes
estadios de desarrcllo folicular {Mermilled et af., 1999). Los ovocitos que no
completzn la capadtacién no seran competentzs en el desarrclle posterior
aunque sean capaces de reanudar la meicsis ¥ ser fecundados. Diverscs
tipos de inhibidores (fisiclégicos ¥ quimices) se han estade empleando para
inhibir 2 reanudacién de la meicsis e intentar mimetizar lo que ccurre en el
interior del folicule en crecimiento, dendo tiempoe al ovocito & acumular
transcritos ¥y mejorar su calidad citoplasmatica,

1.1.2.4 Inhibidores meidticos

En lz mayoria de los sistemas de MIV, los ovocitos se obtisnen por
aspiracién de foliculos de tamafic medic (3-7mm) de overios procedentes
de mataderc. Se ha chservade una ampliz variabilidad en la morfologia
nuclear de la Gv (Funahashi et af., 1997a) que pcdria influir en Iz
progresion  meidtica, maduracidn citoplasmatica y posterior  desarrcllo
embricnaric (Abeydeera, 2002) del ovocite, Por el contrario, la morfologia
nuclear del estadic de GV esta muy sincrenizada en las cerdas en el
momento del pice precvulatoric de la LH {Funzhashi et al., 1997a). Estos
mismos autores chservaron que la exposicion de los ovecitos durante las 20
primerzs horas de MIV & un medic con dibutiril- adencsinmoncfosfate ddico
{dbAMP.) zumentabz la homogensidad de la maduracion nuclear de los
ovocitos,  Ademss, el porcentaje de  blastocistos  s2  incrementaba
nctablements con respecto al control. Eppig ¥ Downs {(1984) estudiaron que
las purings podian mantener el arrestc meidtico dada su capacidad para
inhibir las fosfodiesterasas, incrementandce de esta manera los niveles de
AMPc intraovocitarics. Tambign es posible mantener & los ovoctos en
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arresto meidtico tratandcolos con inhibidores de la fosfodiesterasas {PDE
Phosphodiesterase infiibitors), que previensn la degradacién de AMPc
{Sirard, 2001). Ademas, se ha vistc que la hipoxantina presente en el
fluide folicular produce una inhibicién temporal en la maduracion de los
cvocitos bovinos {Sirard, 2001).

El estadic de Gv es muy impertante para los procesos de
transcripcion ¥ traduccidn, no sélo pare las  moléculas especificas de
estadic necesarias para la GVBD {Khatir et &/, 1998), sino también parz la
sintesis y almacenamientc de proteinsgs y trenscriptores gue jusgan un
papel muy importante en el desarrcllc embricnario posterior.

Diverscs autcres {Avery y Greve, 1997; Lonergan et &, 1997;
Mermilled et af., 20007 sugieren que si los ovocitos son cultivados in vitro
en presenciz de inhibidores meidticos reversibles manteniéndclos en el
estadic de Gv antes del pericde de maduracién, estos ovocitos podrian
tener mas posibilidades pare completar el procese de capacitacién
ocvocitaria que tiene lugar in vivo (Hyttel et af.,, 1997), y de esta manera
adquirir mayor capacidad de desarrcllc. El cbjetive es darle al ovocito
tiempe adicionzl para sintetizar y/o modificar ¥ glmacenar proteinas y
ribonuclzopreteings de nueva  sintesis  que  puedan  postericrmente
incrementar la capacidad de desarrcllc.

En este sistema de maduracion, los ovocitos se cultiven en presencia
de inhibidores de |z reanudacién meidtica que actian de manera reversible
para postericrmente transferirse al medic adecuadce para completar la
maduracién, Hay diferentes métcdos de inhibicién de la meiosis, Unos estan
basadcs en inhibideres fisiclégices come son las paredes foliculares
{Carbonneau y Sirard, 1994), células murales de la granulosa homdlogas y
heterélogas {Kalous et al., 1993; van Tot ef af., 1994), células de la teca
{Richard y Sirard, 1998), o el cultive de feliculos antrales intactos {(Foulady
Hashta et af., 1998). Otros estan basados en el uso de inhibidores quimicos,
Entre éstos se encuentran lz cicloheximida que es un inhibidor de Iz
sintesis proteica {(Lonergan ef &., 1997; Saeki et af, 1997), la &-
dimetilamincpurinag {6-DAMP) un inhibider no especifico de la fosforilacién
{Fulka et af., 1991; Lonergan et af., 1997; Saeki et af., 1997; Avery et af,,
1998}, el 5,8-didcre-1-b-dibofurancsilbenzimidazel {DRB) un inhibider
transcripcicnzal (Rodriguez v Farin, 20043, la butirclactonz 1 (BL-1) un
componente natural que inhibe las quinasas cicle-dependientes v tiene
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también efecto inhibidor en ctras proteinguinasas como le MAP quinasa
{Mctlik et af., 1998; Lonergan et al., 2000; Kubelka et af., 2000}, la
roscovitine {ROS), una purina conccida por inhibir especificamente en
numeresos sistemas celulares el MPF con actividad quinasa {Mermilled et
al., 2000; Kasinathan et &, 2001; Meljer ¥y Raymond, 2003) v por Gltimo
combinacicnes de estos inhibidores quimicos como Iz combinacién de BL-1
mas ROS (Penderato et af,, 2001).

Estudics de cocristalizacién indican que Iz BL-1 ¥ la ROS presentan el
mismo sistemz de inhibicidén, compitiendo por el paguete de unién de la
cdc2 quinasz al ATF ¥ por lo tanto, bloqueando |z actividad fosforilativa
{Kubelka et af., 2000; Motlik et af., 2000),

La roscoviting es un potente inhibider de MPF, que se ha
comprebade que puede inhibir un mencr nimere de kinasas que la 6-DAMP
perc con ung mayoer especificidad por su competencia con el sitic de unién
al ATP de la subunidad catalitica cdc2. Mermilled et af., (2000) mostrarcn
en la vaca que utilizande la RO% a concentracicnes de 25pM se blequeahba
eficientemeznte |z reanudacién de la meiosis durante 24h de cultivo. Este
efectc inhibitoric fue completamente reversible, ya gque el 9% de los
cvocitos tratados con ROS, y cultivados postericrmente en zusencia de
inhibidor durante las siguientes 24h, alcanzarcn el estadic de MII Los
primeros estudios de maduraciéon con ROS en ovocitos porcinos fuercn
reglizados por Krischek ¥ Meinecke en 2001 utiizandc diferentes
concentraciones de este inhibidor. Estos autcres demoestrarcn que la ROS &
concentracitn de 50pM durante 48h bloqueaba 1z activided de la histona HL
y parcialmente, prevenia la activacion de la MAP quinasa. Del mismo modo,
cultivande los oveocitos durante un pericde de 30h observaron que esta
inhibicién era reversible, En 2003, Ju ef ad. demostrarcn una interaccién
entre lz duracién y lB concentracion de la ROS. Recientes estudics en
ovocitos porcines demuestran que la ROS a 50pM durante un pericde de
24h es efectiva en el mantenimiento de los ovocitos en estadio de Gv, y
esta inhibicidén desaparece al cultivar los ovocitos en el medic de MIV
adecuzdo {Coy et af, 2003). En el 2004, se han cbtuviercn los primercs
lechcnes mediante el use de cvecites premadurades con ROS y fecundadoes
in vitro {Coy et af., 2004, 2005).
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1.2 FECUNDACION

1.2.1 FECUNDACION IN VIVO

La fecundacién es el procesc por el cual dos células altaments
diferenciadas, ovocitc y espermatozoide, con  dotacién  cromosomica
haplcide {n} van a interaccicnar, unirse y activarse mutuamente para dar
lugar & un cigote con dotacién cromosémica diploide {(2n). La fecundacicn
de ovocitos porcinos tiene lugar unas pecas horgs despuéds de la ovulacidn,
en lz unién ampular istmica del oviducto {(Hunter, 1991),

Fara elle, es necesaric que tanto el ovocite come el espermatozeide
experimenten las modificaciones que den lugar a la formacién de un cigoto
viable,

1.2.1.1 Capacitacidon espermdtica

Los espermatozoides recién eyaculados no son capaces de fecundar,
por lo que deben sufrir una sefde de cambics denominados tradicionalmente
como capacitacidn espermatice (Austin ¥y Chang, 1951). Este proceso
consiste basicamente en modificaciones  bicguimicas de |l membrana
plasmatica ¥ en el cambic de movimiento del flagelo espermatico, proceso
conccide come hiperactivacicn espermatica (Yanagimachi, 1994), Durante
este proccesc, el espermatczoide sufre locs cambics necesarics que e
permitiran mas tarde lz fusion de la membrana plasmatica con s
membrana acrosocmal externa. La capacitacidn espermatica tiene  lugar
durante el pasc de estas células a través del tracto genital femenino, En el
cerdo, el espermatozoide necesita de 5 & 6h en el intericr del tracto genital
femeninc para adquirir Iz capacidad de penetrar al cvocto {Polge, 1978).

El cclestercl y el sulfate de cclestercl de la membrana de los
espermatczeides limitan |z permeabilidad idnica de la misma v la insercién y
movilidad de las proteinas dentro de la bicapa lipidica, brindando de este
mode unz mayor rigidez y estabilizacion de la membrana (Suzuki y
Yanagimachi, 1989). Durante el procese de la  capadtacién, los
componentes de la superficie espermatica son medificedos o eliminados por
secrecicnes del aparato reproductor femening, entre ellos la desulfatacion
del colestercl sulfato, lo que desestabiliza la bicapa fosfolipidica ¥ permite |z
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activacién acrosomal, Todo elle da lugar 2 una meodulacidn de la fluidez de
la membrana espermatica, salida de colestercl, con apericién de zonas de
alta fluidez pobres en proteinas y a una serie de cambics en g
permeabilidad iénica de la mismza, ccasionando un aumento del calcio, del
AMPc vy del pH intracelulzr. Esta alcalinizacién del citoplasma  del
espermatozeide proveca la apertura de los canales de Ca* y por tante, la
entreda masiva de este catidn {Topfer-Petersen ef al,, 2000) que serd
esencial para el inicic de la reaccidén acrosémica, Al mismo tiempo tiene
lugar la fosforilacién de determinadas proteinas, entre ellas la tirpsing
mediante una proteinquinasa A (Breitbart, 20027,

En el cerdo, sélo unos pocos miles de espermatozelides slcanzan la
regitn istmicg, ¥ solo un peguefic nimerc llega 2l lugar de fecundacicn
{Hunter, 1991}, minimizandc de este mode las posibilidades de fecundacién
polispérmicas y asegurandose un nimere éptimo de espermatozoides en el
lugar ¥y momento de la unidn al ovocito, Este proceso capacitante se inicia
mientras los espermatozoides pasan por el cérvix o cuello utering, se
continlla postericrmente en el Oterc v se cempleta en el oviducte a nivel de
Iz ampella.

1.2.1.2 Reconocimiento y fusion de gametos

Ung vez que los espermatozeides alcanzan el lugar de fecundacidn,
éstos tienen que atravesar las barreras que presenta el ovocito, entre las
que se encuentrzn las células del cumidus, la ZP ¥ |z membrana
plasmatica.

Los espermatozoides deben estar parcizlmente capacitades ¥y no
regccionados {(acrosoma intacto) para poder atravesar las células del
cumidus. Se sabe gque Unicemente los espermatozoides capacitados se
mueven libremente dentro de la matriz del cumwwfus, mientras que los no
capacitades se unen a la superficie perc nc pueden atravesarla (Myles y
Primakoff , 1997).

Se ha estudiade una proteinag llamada PH20 (Myles vy Primakoff,
1997) gque tiene actividad hialurcnidasa, gracias @ la cual el espermatozoide
es capaz de hidrolizar el acide hialurénico y atravesar la densa capa del
cumius ayudade por su movimiento hiperactive,
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Una vez atravesadas las células del cumuivs, el espermatozoide tiene
que unirse y stravesar la ZP. Esta unidn estd mediada por la interaccién
entre moclécules con gran afinidad presentes en |z superficie tante del
espermatozeide como del ovocito. Existen dos tipos de uniones. En la unién
primeriz, considerada relativeamente especifice de especie, la glicoproteing
ZP3 del ratén {o equivalente en ctra especie) de la zona pelicids se une &
proteinas presentes en la membrang plasmatice del espermatozoide
capacitade ¥ no reaccicnade. En este procesc juegan un papel importante
los carbochidrates de estas glicoproteinas como sen la mancsa, fucosa y
acide sidlice. La unidén del espermatozeide con la ZP3 induce la exocitosis
del acrosoma 2 través de dos vias de sefial-activacién. La primers produce
la activacién de la proteing de unidn GTP y de la fosfolipasa C (PLC). De
esta manera, se produce una elevadén del celcic citoplasmatico del
espermatezoide, La segunda  wvia, estimulada también por el mismo
receptor, incrementa el flujo de calcio a través de los canales tipo T
{Primakcff ¥ Myles, 2002}, La unién secundara acontece tras la reaccion

acrostmica. El espermatozoide reaccionade permanece unido a la ZP2
gracias al enzima precacresing que se encuentra anclada a la membrana
acroscmal internz. Los espermatozeides que ne recenczean y se unan a las
glicoproteinas de |z ZP sufriendo la resccién acrostémica no fecundaran al
cvocito (Tépfer-Petersen et af,, 2000},

Tras la reaccién acrestmice y |z unién secundaria a la ZP, el
espermatozoide atraviesa el espescr de la ZP para zlcanzar el espacic
periviteline. Tan pronto como la cabeza espermatica se adhiere firmemente
g la superficie del ovocito, la motilidad residual del flagelo fuerze a éste =
rctar dentro de la zeona hasta que s= incorpora totalmente al espadic
periviteline, momente en gque lz mectilidad disminuye bruscamente y la
rotacion cesa {(Gaddum-Rose, 1985). Una vez en el espacic periviteling, ks
membrana plasmatica de la cabeza del espermatozeide localizada schre el
segmentc ecusterial se une & la membrana plasmatica del ovocito, y se
inicia en este punto |z fusidn entre ambas membranas (Moore y Bedford,
1983). El espermatozeide se incorpora en su totzlidad dentro del coplasma.
La regidn postericr de |z cabezs, junmte con el flagelo, se internalizan
mediante fusién de membranas, mientras que la porcion anterior se engloba
por fagocitosis (Gaddum-Rose, 1985). En el procese de fusidn se conocen
diferentes proteinas ascciadas; éstas pertenscen & la familiz ADAM {a
disintegrin and metalioproteinase) ¥ entre ellas destacan la fertilina vy
ciritestina (Primakoff y Myles, 2002). La fertiling y ciritestina son proteinas
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que se expresan en los testiculos ¥y se localizan en |z cabeza del
espermatezoide. La fertiling &5 un hetercdimero vy la ciristesting (ADAM3)
esta compuesta de un sclo polipéptide {Cuasnict et af., 2001; Heinlein et
af., 1994) gque parece gue media en el anclaje del espermatozoide 2 la
membrana plasmatica del ovocito, Una subunidad de |z fertiling, & través de
un péptide presente en la molécula, s& ha propuesto que participe en Iz
fusion,

1.2.1.2 Activacion del ovocito

La fusidn de las membranas de ambos gametos dessncadenz la
activacicn del coveocite (Yanagimachi, 1994) mediante una cascada de
sefiales de transduccién gue daran lugar gl cigote dipleide. La activacion se
puede definir comoc una serie de cambios celulares que son inducides por el
espermatozeide en el ovocito v producen la reanudacién de la meiosis, y
posterior transformacion del oveocitc en un embricn capaz de desarrollarse
{Ben-Yosef ¥ Shalgi, 20017,

a) Mediadores cefularas en fa activacidn

= En todes los mamifercs se sabe que el ion calcio (Ca*®)
participa ccme segunde mensajerc en la cascada de eventos que conducen
a la activacién. El incremento en la concentracién de calcie intracelular
ocurre entre los tres primeros minutos de la fusién de membranas y se
presenta como en clesdas desde la entrada espermiatica (Ben-Yosef y
Shalgi, 2001). El C&" se incrementz desde niveles basales de 50-
100nmel/l hasta 800-1000nmol/l dependiende de lz especie (Miyazaki et
al., 1993). El reticule endoplasmatice  se recencce come el lugar de
almacenamientc ¥ liberacicn de calcio, ¥ =n & se encusntran los
receptores del inositel 1,4,5-trifosfato {InsP;-R). La primera entrada de
calcic es seguida por unz serie de cortas entradas de elevada amplitud
que se dencminan oscilacicnes de celcic. Estas se cbservan en todos los
ovocitos de mamiferos pero su frecuencia es especifica de especie,
Conforme avanza el procese de fecundacion, lz emplitud y frecuencia de
los influjos de calcio disminuyen mientras que |z durscidn se incrementa
hasta que se prcduce el cese total de las csciladcones, gque tiene lugar
durante lz interfase y la formacién pronuclear {varias horas después de la
entrada del espermatozoide).
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El incremento intracelular de calcic induce |z reaccién cortical en el
ovocito, Los granulos corticales {GC) son vesiculas secretoras formadas
durante estadics temprancs de la ovegénesis, Estan localizadas en la regicn
cortical del ovocito, ¥ contienen enzimas y material glicesilade. Durante la
activacion se produce la reaccidn cortical ¥ el contenido de estos granulos
se libera al espacio periviteline modificendo las glicoproteinas de la ZP, de
tal modo que ésta se torna “refractaria” a la penstracion espermatica,
procese dencminado “reaccién de zona” {Yanagimachi, 1988). De ests
manera se establece parte del blequee a la pelispermia. Existen evidencias,
actualmente en fase de investigacién, de que el bleques de la ZP & g
entrada de espermatozeides no se bass en un dnicc mecanismo, sing que
parzecen estar involucrados fendmencs de proteclisis, reconccimientos de
residucs glicidicos y formacion de puentes disulfure en la ZP (Benoff, 1997),

También existen evidencizs de blequeo & nivel de |z membrana
plasmatica de los ovoctos de algunos mamifercs come el congjo
{¥Yanahimachi, 1994}, perc el mecanismc per el cuzl esta membrana se
bloquea es desconccide pudiende actuar ¢ no los GC.

For ctra parte, este sumente de Ca'? también preduce e
reanudacién de la meiosis. Los ovocitos de mamiferos como explicamos
antericrmente quedaban en arrestc meidtico (MII) una vez ovulados, Este
arrestc es debide a la presencia de elevadas cantidades del MPF
respensable del ensamblaje del huso, condenszacién de la cromating v rotura
de Iz envcltura nuclear {(Williams, 2002). Durante la MII este factor
permanesce sctive debide a la presencia del factor citostatice que previene Iz
degradacién de la ciclina Bl. La elevacién del Ca*? intracelular preducide por
el espermatozeide induce |z degradacién de la cicling {Lorca et af.,, 1993)
mediante |z pérdida del factor citostatico active, y de estz manera la
crematina ovecitaria entra en anafase 11 {(Williams, 2002},

Otra proteinquinasa importante en la regulzcién del ciclo meidtico es
la MAP quinass. Este grupo de proteinas se encargan de la fosforilacidn de
proteinas cromosémicas importantes en el mantenimiento de la cromating
condensade durante |z transicién de fases MI @ MII. Al mismo tiempo,
previenen Iz fermacién de la envoltura nuclear mediante la fosforilacion de
laminas nucleares {Williams, 2002), Durante la activacién del ovocito, la
actividad de las MAP-quinasas decrece; este descensc es necesario para
gque se puedz formar la envoltura nuclear {Moos et af., 1995).
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Curante la activacién también se producen cambics en el patrén de
sintesis proteica (Latham et af., 1991), los cuales resultan en parte del
reclutamientc de ARNm maternc que esta presente en el citoplasma del
ovocito pero no se traduce antes de la activacién ovocito, ¥ por otra parte
de modificaciones post-traduccicnales  preoducidas  en  las  proteinas
existentzs. Finalmente, el comienzo de lz transcrpcién y traduccidn de las
proteinas cedificadas por 2l nueve gencma embrionario tiens lugar en el
estadic de dos c2lulas en ratén, y durante estadics tardios
preimplantatorics en la especie humana; este procesc se conocce como
activacién de los genes del embridn,

= Ademds del Ca*?, se sabe que el pH también participe en los
eventos de la activacién, La fecundacién en diferentes especies va
acompzafiada por una alcalinizacién, Se ha especulade que las enzimas que
se activan mediante el Ca** necesitan un ambiente adecuade de elevade pH

para actuar {Ben-Yosef ¥ Shalgi, 2001).

= El InsP: también se concce como segundo mensajerc en la
activacién. Este factor se produce por lg hidrélisis del fosfatidil-inositol 4,5-
bifosfate {PIP:) mediante una fosfolipasa C especdifice de fosfoinositoles
{PLC). La liberacién de calcic durante la activacién es inducida por la accidn
del InsF; schre sus receptores InsF;-R presentes en los almacenes de caldc
del reticule endoplasmatico. ¥ ademas, estd mediada por un mecanismo de
retroalimentacidn positive que provoca mas liberacién del catién del reticulo
endoplasmatico, |a cuzl se revierte & determinadas concentracicnes de Ca*e,
Este cierre de los canales de los InsPs-R permite la re-entradz de caldc
citeplasmatico mediante |z actividad de ATPasas del reticule endoplasmatico
{RE) dependizntes de Ca*? y vuelta a los niveles basales de Ca*? Esto
coincide con las oscilacienes de Ca*? antericrmente citadas. Se sabe que
aunque un incremento de calcio es suficiente para preducir la activacion, las
cscilaciones son necesarias para postericres eventos de desarrcllc {Tesarik
¥ Mendoza, 1999).

= sn-1,2 diacilglicerol {DAG) provocado por la hidrdlisis del
PIF;:. Este factor causa la activacién de la proteina guinssa © {PKC) que
tiene diferentes efectos en las células somaticas (Williams, 2002),
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b} Modelos de activacidn

Se han propuesto dos modelos en la activacion ovocitaria (Figura 3),

FIGURA 3. (@} Activacion mediada por receptor. (b)Y Activacion mediada por
factor espermatico.

il

Activacién  mediada por  receptor {figura 2a). L& unién del
espermatozoide mediante lgandos a los receptores especifices del oolema
{MP) produce una sefial de transduccién que media en la cascada de los
eventos celulares. Este reccenccimiento entre el espermatozoide y el
receptor del ovocite es analogo & las uniocnes entre los receptores de las
células somaticas con las respectivas hormonzs. Se ha sugeride que el
espermatozoide se puede unir & un receptor acopladoe & |z proteing G (Prot
G o a un receptor tirosinguinasa {R). Ambos receptores estan presentes
en el ocolema y median en la activacion artificial. La unién a estos
receptores de membrana provoca la activacidn de una fosfolipasa C (PLCY,
y &sta al ser activada interviene en el paso de fosfoinositol bifosfato (PIP:)
a InsP; y diacilglicercl {DAG).

Activacién por factor espermatice {figura 2b). Es la mas aceptada en
la actualidad {(williams, 2002}, La fusién entre el espermatczoide y el

ovocito permite la liberacion de un componente espermatico (FS) en el
intericr del coplasma que es capaz de inducir los eventos tempranos de la
cascada de la activacion, Ademas, la inyeccién de extractos espermaticos
en el interior de cvocites induce el incremente inicial de Ca*?, con las
correspendientes  csciladicnes de Ca*® posteriores y unz completa
activacién seguida por el desarrollc hasta estadic de blastocisto, Sousa ef
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af. {1996) cbservarcn gque las ocscilacicnes de calcic persisten durante
varias horas a través de estudios realizedos mediante la  inyeccién
intraciteplasmatica de espermatozoides (ICSI), mientras que no se
chservarcon  estas  oscilacicnes en  los  owvocitos  inyectados  sin
espermatozoides (sham) demostrando el papel del factor espermatico en el
proceso de la activacion,

Se sabe que este factor espermatico es una preteing sensible &l calor
{Swann, 1990). Este factor, que se dispene en la cabeza espermatica debe
inducir ocsciladones de calcio similares a las producidas durante |a
fecundacién y debe inducir 12 liberacién de calcio del RE via InsPs-R.

Se han estudiado diferentes procedencias de este factor. Inicialmente
se postulé que era una proteina de 30-100kDa denominada osciling
{Parringtcn et al, 1998), perc mas tarde se demostré que no tenia
actividad para preducir oscilacicnes de calcic {Welny et af., 1999). Otro
candidate fue el recepter c-kit {Sette ef al., 1997) perc se vic de igual
manera que no producia oscilacicnes repetitives en el ovocite, Mas tarde,
se pensd en |l PLC como factor espermatico {Jones et &, 1998) y se
gislarcn difersntes isoformas, pero ninguna coinddia con la actividad del
factor espermatico (Parrington et al., 2002). Aungque primeramente se
postuléd en un facter scluble, se descubrid que éste se localizabz en la
periteca {PT) del espermatczeide {Perry et af., 2000). Recientemente se ha
clonade una proteine de la PT conocida como PT32 de 32kDa que se
presenta como el candidate del factor espermatico (Williams, 2002). Esta
proteing tiene localizacion post-acroscmal siende ung de las primerss
partes de |z PT expuestas al citoplasma del ovocite, Es facilments extraible
mediante proceses de congelacidn-descongelacicn espermatica o mediante
agentes reductores. Se ha visto que esta proteina recombinads es capaz
de inducir la activacion en ovocitos porcinos. Alin asi se reguieren mas
estudics {Williams, 20023,

1.2.1.4 Formacion de pronucleos y singamia

Una vez en el interior del ovocito, se produce la separacicn de g cola
de la cabeza espermatica durante lz formacién del prontclec masculing
{PNM). A continuacién, tiene lugar la pérdide de lb membrana nuclear del
espermatozoide de mode que la cromating queda expuesta directamente &l
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citeplasma del ovocito, Esta cromatinag sufre un proceso de descondensacicn
que se Inicia en la regién posterior de e cabeza y continua hasta |z regidn
antericr {Terada et af., 2000). La descondensacion se preduce mediante la
reduccién de los puentes disulfure de las protaminas y es llevada a cabo por
el glutatién reducido presente en el coplasma del ovocito (Yanagimachi,
1994). Posteriormente, comienza la sustitucidén de protaminas por histonas
¥ se forma unz nueva envoltura nuclegr, dandc lugar al PNM. Las
mitccondrias procedentes del espermatozoide son degradedas mientras que
las mitocendrias maternas pasan a la siguiente generacién,

El factor que contrela |z formacion del PNM se conoce come factor de
crecimiento del PNM {Thibault et af., 1987) y aparece en el ovocite durante
la fase final de su maduracién {Ding et 8/, 1992)

Por otra parte, y tras la extrusion del segundo corpisculo polar (CP),
el gencma hapleide maternc tambign sufre un procese de descondensacion,
se forma la membrana nuclear ¥y queda constituide el proniclec femening
{PNF}. La sintesis de ADN comienza simultaneamente en ambos PN,

Una vez formados, ambos pronlclecs comienzan & migrar hasta que
aproximadamente & lBs 5-6h de |z penetracién espermatica tiene lugar Iz
aposicién central de los mismos, se desintegran sus membranas nucleares y
sus pares de cromosomas homdlogos se asccian antes de efectuar la
primerz divisién mitética (Hunter, 1988). Este procese de unidén o singamia,
estd relacionado con el citoesqueleto. Los microtibulos son necesarios para
que ccurrag la division celular v la formacién vy migracién de los prontclecs,
Ademzs, se ssbe que el espermatczoide incorpors su centricle dentro del
ovocito ¥ pass a constituir el centrosoma del cigoto, Asi que |z herenciz del
centrosema se produce a través de la linea paterna. En ratén, & diferencia
del resto de especies, los centriclos materncs son los que se encargan de la
crganizacién micrctubular {Schatten, 1994),

Lz unién de los PN masculine y femening se considera el final del
procese  de fecundscién vy el principic del desarrollc embrionaric
{Yanagimachi, 1988} En los  mamiferos  este proceso durs
apreximadamente 12 horas.
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1.2.2 FECUNDACION IN VITRO

La fecundacién in vitro (FI¥) ha side definida como la penetracion de
espermatczeides capacitades en cvecites madures fuera del tracte genital
femeninc. Sin embargo, esta definidén cdasica ha side hoy en dia
meodificeda con el desarrcllo de |z téonice de inyeccién intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI), gque se considera una variante de la FIV
tradicicnal.

Al igual que en la MIV, existen también referencias en cuanto a los
medics utilizades para la FIVY. Se han estade empleandc: el TCM-199
{Tissue Culture Medivrn; Yoshida et &f., 1990; Coy et af., 1999), el medic
BO {Brackett and Miphant Mediim; Wang et &f., 1995; Nagai ef af., 1988),
la solucién KRBm (Krebs Ringer Bicarbonato modificada; Naito et &/, 1988),
el medic TEM mcdificado {Tris Buffered Medium:; Abeydeera y Day, 1997 ¥
el medic TALP modificade { Tvrode-Afbumin-Lactate-Firuvate Medium, Coy
et af., 2002; Rath et af., 1999). Es dificil establecer comparacionss entre los
diverscs medics, pues les protoceles utilizades por los diferentes autcres no
son exactamente iguales, Ademas, las variaciones en la composicién de los
medios ¥ suplementos afectan @ mas de un componente, por lo que las
diferencias no pueden atribuirse a un sclo factor.

Otras variables estudiadas en relacién a la FIV son |z concentracion
espermatica (Coy et al.,, 1993a; Xu ef al,, 199&; Martinez, 2002, el tiempo
de coincubacién espermatozoide-ovecito (Coy et al,, 1993b; Martinez,
20023, la procedencia de los espermatozoides (Rath ¥ Niemann, 1997, el
volumen del medic de cocultive (Coy ef al., 1993c) y tratamientos de
lavado espermatico, centrifugacion o seleccion previos a la FIV (Matas ef
aft., 20033,

Unc de les principales prcblemas que presenta la FIV porcing en la
actualidad es la elevada tasa de pclispermia, poesiblemente debide 2 que el
nimerc de espermatozoides utilizade es demasiade altc en comparacién
con la fecundacién /n vive (Hunter, 1999Y, Uno de los factores & modificar
seriz la reduccién del ndmere de espermatozeides (Coy et af,, 1993a) o el
use de adencsing en vez de cafeina en los medios de FIV, ya que ests
adencsing promueve la capacitacidn pero inhibe la reaccién acrosomice
espontanea {Funzshashi ¥ Nagai, 2001; Funahashi ¥ Romar, 2004),
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Se ha especuladc que parte del prcblema de Il peolispermia sea
debidz a una inadecuads maduracién ovocitaria; sin embarge, cuando se
utilizan ovodtes recién ovulados v fecundadoes in vitro se obtienen también
fecundaciones polispérmicas (Coy ef al., 1993a,b,c; Martinez et af., 1998),
Ademas se han cobtenido lechones mediante la transferencia de ovocitos
MIY a unz hembra receptora y posteriormente inseminada {Coy et af,,
1999), lo cual también indicg que el problema de Iz polisparmia podria ser
inherente a la FIV ¥ no a la MIV. En la actuzlidad, mientras no se consiga
identificar el facter o factores que impiden el adecuade establecimientc de
la reaccitn de zona in vitre para bloquear la polispermia, la técnica de 1CSI
se presenta como ung alternativa importante en la fecundacién in vitro en la
especie porcina,

1.2.2.1 INYECCION INTRACITOPLASMATICA DE
ESPERMATOZOIDES (ICSI)

1.2.2.1.1 Corncepto v aplicacionas

La Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozeides (ICSI) &5 una
técnica de fecundacidn /i vitro ampliamente usada en los laboratorios de
reproduccion ssistide en la especie humana. Le técnica consiste en la
introduccién de un Onico espermatozeide en el interior del citoplasma de un
ovocito madure (en estadic de MII) con |z eyuda de un micremanipulador,
evitande el procesc de unién del espermatozoide a |z zona pélucida del
ovocito ¥ penetracion a través de ésta ¥ de la membrana plasmatica. Con
esta técnice se pueden chviar acontecimientos que  sufren los
espermatozoides como la capacitacién v la reaccién acrosdmica, gue tienen
lugar en el tracte reproductor femening, | maduracién en el epididime e
incluse lz espermicgénesis en el testicule {Yanagimachi, 1997).

El desarrocllo de la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides
ha revolucicnade el campeo de la reproduccién asistida en la especie humana
y ofrece nuevas perspectivas en el tratamientc de la esterilidad de causa
masculing. La ICSI permite conseguir fecundacién vy gestacién incluso en
cesos  extremos en los gue se recupera un escasc  numerc  de
espermatezoides apenas moviles, En la actuzlidad, sélo aquellos pacientes
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con detencién en la espermatogénesis no podrian beneficiarse de estas
técnicas de microinyeccicn,

Los nacimientos a partir de ICSI hoy en dia son frecuentes en lz
mayoria de los centros de fertilided humanz. Sin embargo, fueron
necesarics experimentos iniciales con modeles animales, principalmente
ratcnes, antes de conseguir fecundzcidn mediante ICSI en el hombre,
Actuzlmente, el modele murine es rechazade por muchos investigadores a
causa de sus diferencias especificas con otros mamiferces, ya que el ratén no
requiere un centrosoma derivado del espermatozoide para completar la
primerz divisién celular (Catt, 199831, De este modo, las especies
domésticas tales como la vaca, el caballe o el cerdo, estédn siendo el foce de
atencién de los programas de investigecién de numeroscs laboratorios. La
experimentacién con animales resultariz atil para comprobar la seguridad
de la propia técnice y podriz ofrecer grandes wventajas para el
entrenamiznto de técnicos en ICST humana {Catt ¥ Rhodes, 1995),

También serian necesarios estudios utilizande modelos animales
para determinar las repercusiones gengticas inmediatas, ¥y en sucesivas
generaciones, que conlleva el uso de la técnica de la ICSI ¥ otras técnicas
de reproduccién asistida (Yanagimachi, 1997),

Independientemente de su utilidad en el campoe de la reproduccién
humana, la micremanipulacién en ratones y animales domésticos ha sido
usada en las dos ltimas décadas para el desarrolle y perfeccionamiento de
la tecnelogia de la clonacién vy la produccién de animzles transgénicos
{Magashima et af., 2003).

Ademas de los aspectos dinicos, hay numercsas razones para el
estudic de la inyeccién de espermatczoides en el interior de ovocitos de
animzales, ya que esta técnice nos permite investigar acerca de aspectos
fundamentales del proceso de |z fecundacion como la interaccidn con el
espermatozoide en el intericr del ovodtoc vy aspectos relacicnados con el
desarrcllc embricnaric tempranc {(Rho et ad., 1998). Debe haber también
aplicacién de la ICSI en animales en los que por cuglquier razdén no es
posible I fecundacion i vive o in witro por el métede clasice (Catt, 1998).
Fcr ejemple, la 1CSI representa un valicse petencial en les programas de
recuperacion de especies en peligre de extincidn, donde el nimero de
gametos disponibles se encuentra bastante limitado (Iritani et af., 1998).
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También es de mucha utilidad en la produccién de animzles de granja de un
sexo determinado {Probst y Rath, 2003), en lz produccién de animales
medificedos genéticamente, o en la obtencién de descendencia a partir de
animzales de baja capacidad fecundante en FIV o espermatozoides dafiades,
perc con elevado valor genético,

La ICSI en la especie porcing esta experimentande un gran
desarrcllc como técnice cade vez mas necesarie en los procesos de
fecundzcién con espermatozoides procedentes de animales con elevado
valor genédtico o reproductive. Ademas, permite redudir |z polispermia, uno
de los principales problemzs de la FIV  porcing, ya que sélo un
espermatcezeide se inyecta en el interior de un cvecito.

Las desventzjas de la ICSI incluyen la necesidad de una compleja
instrumentaddén, persenzl preparade y un efective protocele de trabajo que
permita la inyeccién del espermatozoide en el ovocito en un intervalo mencr
de 1 minute para poder cbtener un nimerc considerable de ovocitos
inyectados.

En cerdos, ademzs de estas dificultades hay que sumar las
asociadas al desarrolle embricnario, elevada partencgénesis (Kolbe y Holtz,
1999) ¥ un namere muy bajo de embriones gue alcanzan el estadic de
blastcciste (Klocke, 19993,

1.2.2.1.2 Antecedentes histdricos

La inyeccién de un espermateozoide en el citoplasma del ovocite no
es una innovacién rediente, Los primeres estudios en ICSI se realizaron en
equincdermeos {Hiramcto, 1982) examinando |z activacion ovocitaria vy los
eventos post-fecundscién.  Posteriorments, |z técnica fue utilizada en
anfibiocs (Brun, 1974). En cuanto a las primeras inyecdiones en mamiferos,
éstas se reslizaron en hamster (Uehara ¥ Yanagimachi, 1976), donde se
ocbservé descondensacion de la cabeza espermatica, formacion de prontcleo
¥y posterior desarrcllc embrionaric,. Ademas, s& vio gue el niceo
espermatico es una organela estable, ¥ que los factores citoplasmatices del
ovocito controlan |z transformacion de ese niclec en pronticlee masculing,
En 1983, Markert obtuve fecundacién en ratones y demostré la capacidad
que tienen los espermstozoides para formar prontclecs cuando  son
inyectados en ovocitos de otras especies. En este trabajo también se
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chservs Iz capacidad de los oveocitos de ratén de formar blastocistos in vitro
cuandc scn inyectades con espermatczeides de su misma especie.,

En 1989, Keefer chservd en conejos que el método de preparacicn
espermatica antes de la ICSI tenia un efecto en la posterior activacion y
formacién pronuclear, cbservandose una mayor formacidon de proniclecs
cuandc inyectaba espermatozeides capacitados.

Las primeras investigacicnes de esta técnica en animales de intergs
zootéonico (Catt ¥ Rhodes, 1995) demuestran que ovocitos porcings, ovinos
y bovinoes pueden dar lugar a formacién pronuclear y desarrollc embrionario
limitado sin activacion exdégena mediante la técnica de la ICSI1. Ademds en
algunas espedes como en oving, la simple inyeccién aparentemente era
suficientz pars activar al ovocito, mientras que en otras la introduccicn del
espermatezeide era lo que producia la activacidn, En 1998, este mismo
equipc de investigacion cbtuve porcentajes de fecundacion mas elevados
que en el trabajo antericr vy lo atribuyercn a kB adicién de 25mM Cl:Ca al
medic de preparadién de los espermatczoides. Ademas, obtuvierocn por
primerz vez fecundacidn con ICSI utilizande semen sexado (O "Brien et af.,
199a].

1.2.2.1.3 Aspectos técnicos

Existen diverscs aspectos que juegan un impertante papel en el
exite de la técnica de inyeccidn de espermatozoides. Por ejemplo, la
preparacién de las pipetas, tanto la pipeta de sujecién como la de inyeccién
del espermatozoide, que scn de crucizl importancia. Una buena puesta &
punto ¥ un correcto use del equipamiento faciliten el procese de inyeccidn,
El entrenamientc en el proceso de inyeccidn es de maxima importanciz
antes de comenzar a realizar ICSI ¥ requizre mucha practica para cbtener
la mencr verizhilidad posible. Ademas de estos parametros técnicos, las
caracteristicas del ovecite también juegan su papel ¥ pueden influir en los
resultades de Iz ICSI. Futurps avances en el proceso de inyeccidn vy la
posible introduccién de otras herramientas deberian ayudar & mejorar
posibles fallos de |g técnice (Joris ef &f., 1998).

En relacién al equipamiento requerido para realizar esta técnica, es
necesaric un microscopic invertide con dos micromanipuladores vy dos
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inyectores, Lz presencia de pipetas adecusdas y la correcta posicién de
éstas en el microscopio son importantes parg la realizacién de una facil
inyeccion, El microscopic debe tener x200 ¢ x400 de magnificacion ya que
algunos detalles se pierden a magnificacion inferior. Ademas, debe disponer
de una place térmica pare poder trabajar & la temperstura deseada (en
el caso del cerde & 38.5 °C). Le odptice utilizada tambign debe facilitar el
procese, Los dos métodos mas empleades son el Direct Interference
Contrast {DIC) ¥ el Hoffman Modwlation Contrast (HMC) Su eleccidn
dependera de dénde se vaya a reslizar la microinyeccion. DIC se utilizars
cuandc el material empleade sea de cristal, ¥ HMC cuando vayamos a
utilizar material pléstico. Por lo general, los micremanipuladores estaran
meontados en el microscopio, el situade a la derechs del técnico para la
pipeta de microinyeccion v el de lg izquierda para la  de sujecidén; ambos
pueden desplazarse en las direccicnes de los ejes x-, y-, 2-.

Existen unz serie de consideracicnes @ tener en cuenta durznte |z
reglizacion de |a técnica, que detallamos & continuacién:

= Inmovilizacidén del espermatozoide. La inmevilizacion puede tener
diferentes efectos en el espermatozeide: por un lado, causa dafcs en la
membrana plasmatice lo cual permitiriz la reaccién acrostmica, estimula
cambios en el espermatozoide necesarios para  inducir la  activacion
ovocitara y facilita la descondensacién y posterior formacion del pronicleo
masculing, ¥ por otro lado, previene dafics en las estructuras celulares del
cvocite por el movimiento active del flagele del espermateozeoide (Dozortsev
et al., 1995h; Kasai et af., 1999). La inmovilizacién espermatica ha sido
utilizada para la ICSI en la vaca {Catt ¥ Rhodes, 1995), el caballe {Grendahl
et af., 1997}, la cveja {Catt ¥ Rhodes, 1995) ¥ el cerde {Catt ¥y Rhodes,
1995). La inmovilizacion se realiza mediante un golpe suave en el flagelo
espermatico con la pipeta de microinyeccicon,

= Aspiracitn del citeplasma del ovocito, De este modo se provoca
Iz rctura de lz membrana citoplasmatica ¥ nos aseguramos de que nos
encontramos en el intericr del ovocito. Alguncs estudios demuestran que
unz vigorosa aspirecion, inclusc permite unes porcentajes de fecundacicn
mayoras que unz aspiracion suave {Tesarik ¥ Sousa, 1995). Por otra parte,
la inyeccién de un ovocito se puede ver dificultedzs por las caracteristicas
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propias de éste. La penetracion a través de la ZP ¥ |z forma de ruptura del
colema puede influenciar el resultado del procedimiento de inyeccidén, No
todos los ovocitos responden igual & la microinyeccién y ofrecen una
resistencia varisble cuando se pretende atravesar la membrana plasmatica,
Estas caracteristicas del ovocite normalmente no pueden evidenciarse
mediante una eveluacion morfolégice, sdlo son evidentes durante I
reglizacion  del proceso, Un  porcentaje  wverieble de los  ovocitos
micreinyectades se degeneran como consecusncia de |z inyeccion, debido al
dafic ccasionado per la pipeta.

= La pelivinilpirrclidena {(PVF). Se utiliza habitualmente con una
concentracién  final de 5-10% parg retardar B motilidad de los

espermatcezeides ¥ permite un buen contrel del fluide en el interier de la
pipeta, con la intencién de facilitar su manejo pars la 1C51. Es mas dificil
controlar el volumen inyectadoe en el ovocito cuande ne se usa PYF aunque
se han obtenide resultados similares con o sin su utilizacién (Hlinka et &f.,
1998).

= La posicion_del corpuscule pelar {CP). Para evitar dafics en la
placa metafasica, el ovocito se inyecta con el CP lo mas lejos posible del
lugar de inyeccién, aunque la posiciéon de este CP no siemprs &5 una guia
rezl de la localizacion de la place metafasica (Silva ef alf., 1999), Para Iz
inyeccion, el CP se sitla & las & & 12 horarias reglizando |z inyeccidn & las 3

horarizs. Hay estudics gque demuestran que aungue nc haya diferencias en
el porcentaje de supervivencia v fecundacién relacionade con le posicidn del
CP, se ha chservadc que afecta a la calidad embricnaria, resultandc
embricnes con mencr grade de fragmentacion cuande el corplscule se sitla
a las & horarias (Nagy et af., 1995).

= Otro importante factor para el éxito de la técnica parece ser el
minimizar la exposicién de los oveocitos a les condicicnes ambientales
externas (Kane et af., 2003).

En 2003, Yong et ai, propusieron un métode medificede para la
inyeccion de espermatozoides en el cerde utilizando pipetas de 3-4pm de
diametre, inferor a |z cabeza del espermatezeide porcing, de manera que
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esta cabeza queda fuers de la pipeta durante la inyeccion, Ademas,
utilizaron polivinilalcohel (PYA) en vez de la PYP en el medic de inyeccién,
Al mismo tiempo demostraren  similares  porcentajes de  formacién
prenuclear, inyectande los espermatozeides con un protocele diferente &l
habituzl en el que s& dispone el espermatozoide en la pipeta & través de la
cabeza, & diferencia del protocolo actual que intreduce primerc la cola.

1.2.2.1.4 Faffos en fa activacidn def ovocito

Existen diversas eticlogias ascciadas & fallos en I activacion del
cvecite durante la ICSI. Tesarik ¥y Mendeza en 1999 estudiarcn los
diferentes patrones de oscilacicnes de calcic que se precducen durante la
fecundacién normal y durante |z ICSI en la especie humana. Estos autores,
cbservaron que kg activacidn del ovocite en la ICSI sugiers un mMecanismo
de dos etapas. La primeraz coensiste en un pseudo desencadenamisnto
{ pseudeotrigger), que tiene lugar durante Iz inyeccién, donde se produce unz
entrada de Ca*’ proveniente del medic que redez al ovocite, siende este
incremente de Ca*® similar al que se produce durante Iz fusién del
espermatcezeide al owvecite en cendicicnes normales. La segunda etapa se
caracteriza per el patrén de oscilaciones de Ca*?, resultante de la liberacién
del factor espermatico en el citoplasma del ovocito. No se puede producir
una correcta liberacion y activacion de este factor si la primera etapa no ha
producide el incremento de calcic adecuado.

De esta maners, los fallos que se producen en la activacion del
cvocito pueden explicarse  por fallos en la funcién de
pseudodesencadenamiente o por fallos en la funcién oscilatoriz. Los

* al interior del

primeros courren debide &2 una entrada insuficiente de Ca
ovocito, en medios con baja concentracién de czlcie, cuando la ICSI se
rezliza demasiado rapida o cuando no se realiza la aspiracion del citoplesma
del cvocito que nos permita la ruptura de la membrana plasmatica (Tesarik
¥ Mendoza, 1999). Un desencadenamientc insuficiente no permite una
funcién normal del factor espermatico que dara lugar a las oscilaciones,
Estas oscilaciones son necesarias parg  completar la segunda  division
meidtica, descondensacion de |z cebeza espermatica y posterior formacion
pronuclear.  Por otra parte, los falles debidos & la funcidn oscilatoria son
inherentes 2l espermatozoide o 8 un retreso en la liberacién del factor

espermatice {por insuficientes tratamientos espermaticos que permitan
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alteracién de le membrana plasmatica del espermatezoide previo a la 1C51).
De esta manera s& produce un primer incremento en la concentracion de
calcic {debide al procesc de inyeccién), perc no se efectiian las
correspondientes oscilacienes dando lugar a falles en la activacién o a2 una
incompleta activacion del ovocito (Tesarik y Mendoza, 1999),

Los fallos en la activacion ovocitaria se reflejan en la persistencia de
la MII ¥ la presencia de la cromatina espermatica en forma compacta,

1.2.2.1.5 Uso de agentes activadores

Fera soclventar los fallos durante la activacion del ovocito, en cerdos,
diversos suteres han estade utilizande métedes para producir |z activacicn
artificialmente, scbre tede con el use de cvecites madurades in witro, dende
se ha visto lz necesidad de esta activacién para poder obtener buenos
resultzdos de fecundacién v desarrclle embricnario (Di Berarding et af.,
2000; Kolbe ¥y Holtz, 2000; Lai et af., 2001; MNakai et af., 2003).

Entre los diferentes tratamientos de activacion ovocitaria en la 1CS]
porcinag se han estade utilizando pulsos eléctricos (Kim et af., 1998, 1999),
tratamiento de los ovocitos con iondfore de calcie (Kelbe ¥ Holtz, 1999; Di
Berarding et af., 2000, inyeccion de calcio (Catt et af.,, 1997} o etancl (Di
Berardino et af., 2000).

Kolbe y Heltz (1999) compararcn los porcentajes de  division
mediante el tratamiento de los ovocites madurades in wWiro con diferentes
concentracicnes de iondforo de calcio {0, 50 y 100pM) 5 minutes después
de la inyeccién y observarcn que el porcentaje de division estaba
relacicnade con Iz concentracicn de este ion. Di Berardino et af
{2000) muestran que si se utilizan ovocites madurades in vitro es necesaria
una activacién exdgena para el desarrollc embricnaric v esa activacién es
mejor con iondfore de calcio que con etancl, Otros autores sugisren que
inyectandce  calcic  conjuntamente con el espermatczeide puede
incrementarse el percentaje de fecundzcién de un 32% a un 63% (Catt ef
af., 1997).
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Se ha realizade un estudic mediante |z inyeccién de ovocitos
madurados in witre a partir de |l maduracion de foliculos preantrales
chteniende uncs resultados de 64% de fecundacién, 51% de division y un
21% de blastocistos sin necesidad de activacion ovocitaria, perc no reportan
ningin nacimiento (Wu et af,, 2001). Otros autores obtienen resultados
similares sin el usc de agentes activadores (Ketayama et al., 2002a, 2002b;
Garciz-Roselld, 2003),

1.2.2.1.6 Produccidn de descendencia viva

Se ha cbtenide descendendz vive mediante IC5I en diferentes
especies. En ratecnes, Lacham-Kaplan et af. lo censiguiercn en 1995, En
conejos, Hosoi et al. (1993) obtuviercn una camada inyectando
espermatozoides intactos en el citoplasma de ovocites madurados i vive,
En wacunc, Goto ef af. {1990) cbtuviercn descendenciz viva mediante ICS]1
de espermatezeides muertes. Los ovecites fueron sometides & un
tratzamisnto con iondforo de calcio para inducir Iz activacién, También se ha
cbtenide descendencia viva en la especie oving (Catt, 1996), felina {Pope,
1998), ¥ equina {Grondahl et af., 1997).

La cbtencién de lechones visbles mediante esta técnice de
fecundzcién es todavia extremadamente baja y Gnicemente 4 grupos de
investigacion han cbtenide nacimientos de lechones vivos, Dentro de estos
grupos de investigacion, solo unc de elles utilizé ovocitos madurados in
vwitro. Los primercs lechenes chtenides fuercn en el 2000 {Kclbe y Hecltz,
2000; Martin, 2000) con ovectes madurades i wivo. Kolbe vy Hetlz
necesitaren de la activacién ovocitaria con el londfore de calcio, mientras
que Martin no  utilizé  tretamientos  exdgenos.  Estos  experimentos
demuestran que |z activacién ovocitariz extégena puede ser opcional en el
desarrcllc de embriones procedentes de la inyeccion de oveocitos madurados
in vivo,

Posteriormente, en 2001, Lai ef af. cbtuviercn el primer lechén
{muertc al nacer) procedente de la inyeccién de ovocitos madurados in vitro
y para ello fue necesaria la activacion mediante pulsos  eléctricos,
cbhservando que el porcentaje de blastocistos se asemejaba al obtenido con
cvocites madurades i wyo, Estos autores concluyen que los ovecitos
madurados i vitro necesitan  activecién  exdégena para el desarrcllo
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embricnaric, proponiendo la activacion eléctrica como un medic apropiado
para producir estos embricnes.,

Frochst et af. en 2002 cbtuvieron 13 lechones en dos camadas
procedentes de la inyeccion de espermstozoides sexados ¥y ovocitos
madurados i wWro, en los que la activacion se estimulé mediante |z
inyeccién de ClCa;,

Recientements, en 2003, otro grupe de investigacién publica el
nacimiento de tres lechones mediante la utilizacion de oveocitos madurados
in vitro y activedos mediante pulsos eléctricos (Nakai et af., 2003),

Scn necesarias nuevas investigacicnes gque abarguen los diferentes
aspectos relacionados con le produccion in vitre de embriones porcings,
dentrc de la cual se encuentran lz MIV/ICSI/CE y transferencia embricnaria
{TE) ¥ establecer las condicicnes necesarias para la estandarizacicn del
procese ¥y poder cbtener un métode que nos permita la produccién de un
nimerce de embricnes viables adecuado vy, como consecuencia, un nimero
aceptable de lechones.

1.3 DESARROLLO EMBRIONARIO

1.3.1 DESARROLLO IN VIVO

Después de la etapa de cigoto, los embricnes experimentan varias
divisiones mitétices. Durante los primeros estedios de la gestacidn, las
interaccicnes maternc-embricnarizs en |z especie porcing son de gran
importancia debide & gque el pericde preimplantacicnal es bastante
prolongade, Estz interaccion queda patentz en la sincronia necesaria entre
el estadic del embricn vy del titere durante ls transferencia de embricnes,

i.3.1.1 Segmentacion o divisién embrionaria
Como hemos detallade en el apartade antericr, la fecundacion tiene

lugar en la unién ampular-itsmica del oviducte. Poco después de la
fecundzacidn, el cigoto comienza @ dividirse a Iz vez que va recorriendo el
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ocviducto hada el utere, esto dltimo facilitade por 12 acddén de los estercides,
Los cigetos sufren |z primera division celular aproximadamente a las 17-19h
tras la ovulacion {Hunter, 1974). Los embricnes mantienen el estadio de 2
células durante &-8h mientras que el estadic de 4 células se prolonga
durante 20-24h (Flint, 1981), por lo que Iz mayoria de embriones entran en
este estadio en el dtero {Davis; 1985). Durante este proceso, la division se
produce sin que aumente Iz masa celular, a diferencia de las mitosis de las
células somaticas.

Durante lz permanenciza de los cigotos-embricnes en el oviducto,
gstos se ven influenciados por secreciones propias del oviducto que podrizn
medificar la composicién de la ZP (Hedrick et af., 1987) vy ademas afectar &
la tasa de division (Fukui et ai., 1988) o a la visbiliadad embricnaria
{Gandclfi ¥y Mcor, 1987).

El oviducto participa activamente en el mantenimiento y preparacion
de los ovecitos para la fecundacion y le division celular posterior. El fluide
oviductal {FO), esta constituide principamente por ung mezcle de sustancias
derivadas del plasma sanguinec, a trévés de la trasudacidn selectiva. El
fluide estd compuestc por proteinas, enzimas, amincacidos, compuestos
energéticos, hormonas y electrolitos (Romar, 2003) v variz segin las fases
del cicle ovarico. Los factores endocrines son importantes en el desarrcllo
tempranc de los embricnes en el oviducteo.

Los embricnes porcings en estadio de 4 células se desarrollan en el
uterc (Stroband ¥ van der Lende, 1990) v se nutren @ partir de las
secrecicnes de la dencminada leche uterina, que es preducida por influencia
de la progestercna. Por otra parte, es posible que los embricnes cembien el
microambiente utering al liberar estercides hacia el terc, Estos estercides
actuarian schre la permesbilidad vascular local v schre la liberacion de
proteinas endometriales. Ademas, el fluide uterine de los mamifercs parece
ser que contiene factores estimulantes & inhibideres de la sintesis de ADN
embricnaric {Flint, 1981).

El estadic de morula {8-16 células) en le especie porcing se alcanza
alrededor del dia 4, tomando come dia 0 el moemento de la ovulacién
{Stroband v van der Lende, 1990). Durante el procesc de divisicn, las
organelas citoplasmaticas son escasas y estan concentradas alrededor del
niclec, mientras que las inclusiones de vitele llenan las zonas periféricas del

50



REWSION BIBLIOGRAFICA |

citeplasma. Las mitocondrias s2 eloengan 2n el estadic de mdrula, lo que
sugiere un incrementc en su actividad metzbdlica. Los nucleclos se
chservan a partir de estadic de 8 células y éstos se asccian a un incremento
en el nimere de ribosomas.

Tedos estos cambios en la sintesis v modificacién de proteinas nos
indican que se esta produciendo la activacion del genoma embricnario, el
puntc = partir del cuzsl el gencma del embrién comienza & ser
transcripcicnalmente active y pasa a contrelar el desarrcllc embricnaric
{(Exley vy Carol, 1999). Esta activacidn varia segln las especies; asi, en el
ratén tiene lugar en estadic de 2 células, mientras que en embricnes ovinos
tiene lugar en 8-18 células. En cerdos, este inicio en la sintesis de ARN
comienza en estadic de 4 células (Freitag et al., 1998). En las etapas
antericres, el desarrollo estaba condicionado por proteings y ARN materncs,
sintetizadcs ¥ almacenades de forma inactive por el ovocite (Exley v Carcl,
1999), El blequec en el estadic de 4 células, uno de los principales
chstacules en el cultive in vitro de embriones, corresponde al momento de
la activacicn del gencma embrionaric.

1.32.1.2 Formacian del blastocisto

Tan pronto como el embrién llega 2 16 células {dependiends de la
especie), les blastémeras empiezan g formar unicnes estrechas unas con
ctras adoptandc una formaz circular ligeramente lcbulada dencminada
morula. En este estadic es dificil contar el nimere de células. Cuando la
maérula esta formada, las blastémeras empiezan & sspararse en 2
pcblacicnes distintas: las células internas y las externzs. Las célules de la
posicicn interna desarrcllan unicnes tipo gap, que por un lado permiten Iz
comunicacién intercelular y, por otro, van 2 mantener agrupado a este
conjunto celular. Las células externas van a desarrcllar unicnes estrechas u
ccluyentes “Tight junctions”, que se producen pare modificar las
caracteristices de permezbilidad. Después de que se hayen formado las
unicnes estrechas, los fluidos empiezan @ acumularse en el interior del
embrién, Este acimule de fluido se debe & Iz accidén de |z bomba de sodio,
Iz cual introduce icnes al interior de la mdrula; al aumentar la concentracion
de éstos, el agua difunde hacia el interior ¥ comienza a formarse la cavidad
o blastocele en la masa de células. Esta etapa, en |z que el embridn ain se
encuentra rodeado por lg ZP, recibe el nombre de blastocisto v en &l se
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diferencian segun su posicién dos poblaciones de células: una interna (masa
celular interna) que dara origen al embrién propiamente diche, y otra, la
situada periféricamente, que ocrigina el trofeectedermo o trofoblasto, que
interviene en la ingestion selective de nutrientes y formara posteriormente
el corion (Hafez, 2000). Las células del trofoblasto tienen permesbilidad
selectiva, lo cual favorece el transporte de agua ¥ scdic que contribuye a la
formacién del blastocele,

En el cerde, las primeras sefiales de compactacién ccurren en el dia 4,
en el estadio de 8 células (Hunter, 1974). La diferenciacidén entre las células
o blastémercs interiores o exteriores a partie de las 12-16 células en
adelante y los primercs complejos de unién aparecen en el estadic de
marula compactada alrededor del dia 5 (Barends et af., 1989). El estadic de
blastociste se alcanza en el diz 5-8 vy el ndmere de células en &l momento
de formacién del blastocele es normelmente de 16-32 {Papaicanncu y
Ebert, 1988).

1.3.1.3 Eciosidn del blastocisto

Antes de la edosién, los blastoccistos sufren un fendmenc de
expansion ccupandoe la totalided del espacic periviteling, pasandose &
dencminar blastocisto expandido. Le mediz de células en los blastocistos
porcines expandidos es de 65-120.

Entre el diz &-7 se produce la reture de la ZF y la salida del embridn
por el punto de roturs, Este procesc perece ser independiente del nimero
de células por blastodiste, al menos en estudios in vitro (Niemann et af.,
1983). Entre las causas de rotura se encuentran el crecimiento y expansién
del blastociste, el aumento de liguide en el blastocele, las contracciones
ritmicas del embrién que se producen como consecuencia de ambos
factores y otres causas, variables segln la especie, como la produccicn de
ung lising por el epitelic uterinc, cambios en la integridad de la zona por
factores enzimaticos producidos por el dterc o el embridn, o la exposicién al
ambiente uterine sensibilizade por los estrogencs,

Los blastocistos porcings, en el momento de la eclosidn contienen
prostaglandina E (Stone et &, 1988) que podriz estar impliceda en g
regulacicén del transporte del agus colaborando 2n la rotura de la ZP.
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El blastcciste edosicnade, o blastociste que se ha desprendide de |a
ZP, comienza una fase de alargamiento y rapide crecimiento, pasando de
una forma esférica 8 una tubular o filamentesa. El diametro del blastocisto
recién eclosionado es de 0.2mm aproximadamente. El momento en el que
esto ocurre es variable seglin las especies y coincide con la migracion
utering, o etapa en |z que los embricnes se musven en el Uterc en busca de
un lugar adecuadc parz implantarse. Paralelemente ha tenide lugar la
diferenciacién de las hojas blastodérmicas {ecte, meso ¥ endedermc) a
partic dzl nddulo embricnaric. Tras la eclesién, los blastocistos porcines
permanecen en el tero hasta el dia 13 (Dantzer, 1985),

Locs embriones porcines empiezan a adherirse a la superficie uterina
el dia 13, finalizandc la adhesidén a través de la superficie trofoblastica entre
los dias 18 a 24,

1.3.1.4 Reconocimiento maternal de la gestacion

En lz mayoria de las especies domeésticas, tiene que surgir una
sefial en las etapas tempranas de la gestacién pars informar que ésta sea
mantenida ¥ no se inicie un nuevo ciclo estral. Mds especificamente, la
concentracién de progesterona en |z sangre materna tieng que permanscer
en niveles elevades, de forma que el endometric mantenga las condicicnes
adecuadas que garanticen la supervivenda del embridn,

En el cerdo, la producciéon de estrégencs por el embrién en
desarrcllc es la sefial para el reconccimientc maternc de la gestacicn
{Geisert et af., 1990). Pericdos de produccidn de estrégenos entre los dias
11 y 12 v los digs 14 &l 30 de gestacion permiten el mantenimiento del
cuerpo lateo,

El mantenimiento de la gestacicn en el cerde es dependiente de un
minimc de ccupacion fetal en el Oterc. Son criticos aproximadamente los
dizs 11 ¥ 12 de gestacion, cuande los estrégencs derivados del embrién son
los responsables del reconccimiento maternal de la gestacion {Geisert et af.,
1990). Durznte este pericdo, son necesarios como minimo de 4 & 5
embricnes viables (Polge et &, 1996) o al mencs un 50% de occupacién
uterina {Geisert et af,, 1990) para &l mantenimiento de |z gestacion, Este
requerimiento terming alrededor del diz 14, a partir del cual el nimere de
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embricnes necesarios s menos critico (Dzuik, 1985). De esta manera, un
niumerc infericr a 4 embricnes es incapaz de scbrepasar completamentes Iz
influencia luteclitica normalmente ejercida por un lterc no gestante,

1.3.2 CULTIVO DE EMBRIONES (CE) IN VITRO

1.3.2.1 Problemdtica actual en Ia especie porcina

El limitado desarrcllc de los embricnes hasta estadic de blastocisto y
su mencr calidad en comparacién & los obtenidos in vivo, no se debe & un
fallo puntuzl en el sistemz de produccion in vitro de embricnes, sine & una
combinacién de determinados factores como unag inadecuada o incompleta
maduracién citoplasmatica, una inadecuada formulzcién de los medios de
cultive ¥ unas condicicnes de cultive subdptimas. En los sistemas de FIV
porcing, ademas de los factores mencicnades antericrmente, se suma la
polispermia. Con la ICSI, este falloe se minimiza, ¥ sin embargo los cgotos
resultantes de esta técnice den lugar & un nimerc muy bajo de
blastocistos (Klocke, 1999). Se conoccen posibles eticlogias ascciades &
este bsjo desarrcllc embricnaric, Entre éstas podemos destacar las
siguientes:

= Fzllos en el medic de cultive de embricnes. Varios trabajos
rezlizades con la técnice de |z ICSI muestran también baja capacidad de
formacion de blastocistos, tante en ovecites madurados i vive {(Martin,
2000) come  en cvecites madurades /n witro (Klecke, 1999; Kelbe y Heltz,
1999; Prcbst y Rath, 2003), indicande la posibilidad de fzlles en el medic y
condicicnes de cultive de embricnes.

= Fallos durante el proceso de maduracién in vitre, Aunque los
cvocitos son capaces de completar lz meicsis 0 vitro, sclo un percentaje
pequefic son capaces de continuar su deszrrellc hasta blastocisto, Segun
alguncs zutcres estoc pedria indicar que el procese de maduracion i vitro
{MIV) nc es del tedo nermal {Klecke, 1999; Prehst y Rath, 2003). Diverscs
estudics comparan el usc de ovocites madurados /0 wve frente a los
madurados in vitro durante la realizacion de Iz ICSI, obteniéndose mejores
resultades con los primercs (Kolbe v Heltz, 1999; Probst v Reth, 2003). De
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igual manera se han obtenidc mayor nimerce de lechones mediante esta
tecnelogia ¥ el uso de ovocitos madurados i vivo (Probst y Rath, 2003),

= Fallos en la activacién ovocditaria. Aungue los ovocitos se activen y
sean capaces de formar proniclecs, pusds haber deficiencias en este
sistema de activacién. Diversos estudios han demostrade una necesidad de
activacion exdgena para que el ovocito inyectado sea capaz de continuar su
desarrcllc embricnaric (revisade en el apartado de activacion).

1.3.2.2 Condiciones de cultivo

Las condicicnes mas utilizadas en la incubacién de los embricnes in
vitro son practicamente las mismas que las utilizadas para la MIV v la FIv,
un 5% de CO; en atmbsfera saturada de humedad y una temperaturz de
38 .5-39°C,

Lz reladdén embriones/volumen de medic también ha sido objeto
de estudic. En la actualidad, lcs embricnes se cultivan en excesivos
volimenes de medic de cultive a pesar de gque en condicicnes in vivo se
cbservan cantidades dnicemente de 1.5-2.0nl (y en el oviducto
probablemente cantidades de picolitros). Unz de las hipdtesis propuestas
para el efecto beneficicsc del cultive en grupoe y/o en un peguefo velumen
de medic 25 la produccion de factores autoorinos y/o parscrings por parte
del embricén en el cultive {2 "Neill, 1998), que estimularian el desarrclle del
propic embricn gue los genera y el de loes embricnes vecinos. De esta
manera, el cultive en volimenes grandes daria lugar a la dilucion de estos
factores, de tal modo que la concentracidn no seriz la adecuada para
gjercer el efecto (Gardner, 1994). Entre estos posibles factores se han
descrito los siguientes: factores de crecimiento con propiedades mitogénicas
o de diferencizcién PDGF {Flatefet-derived Growth Factor; Thibordezux et
al., 1995), factores anti-apoptéticos o de supervivencia, como el TGFR
{ Transforming Growth factorf; Briscn y Schultz, 1997) y el PAF (Platelet-
activating factor; O 'Neill, 1998}, los cuales actuarian reduciendo los niveles
de apoptosis dentre de la masa celular interna.
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1.3.2.3 Medios de coftive y suplementos

Los embricnes de los mamifercs (como el ganade vacuno, oving y
porcine) difieren radicalmente en el grado de crecimiento preimplantatoric
de ctros enimales como ratones y otras especies de leboratoric, El embricén
de 1 célula de ratén contiene aproximadaments 20ng de proteinas al igual
gue en el estadic de blastocisto preimplantatoric (Kane, 2003); por lo tanto,
lz fase de crecimiento anterior al estadic implantatoric es minima o
practicamente inexistente, Sin embargo, el embridén de vaca, al igual que el
de cerdo, presenta alrededor de 132ng de proteinas en estadio de 2 células,
alcanzando unos niveles de 185ng en el dizg 8 y de 900ng en el dia 16
{Kane, 2003}, Estas diferencias en el grade de crecimiento preimplantatoric
repercuten en el cultive de embriones, Por este motive, es mas facil cultivar
embricnes de ratén durante un pericde de 3-4 dias desde estadic de 1
célulz hasta blastociste en un medic simple sin presencia de amincacidos,
vitaminas o elementos traza; por el contraric, es mas dificil obtener buenos
blastocistos en animales de granja mediante tecnologias in vitro,

El contraste entre el limitado crecimiento y el pequefic incrementc en
el contenide de proteinas hasta estadic de blastodsto en vacas, ovejas y
cerdos, ¥ el gran incremento en crecimiento y contenide protéico después
de lz edosién del blastocisto, nos indican los diferentes problemas de
cultive ascciados al crecimiento temprano v al estadic de blastocisto,

Los primeros estudicos de cultive de embricnes @ partir de ovocitos
maduradcs i vive en la especie porcina, reslizados por Davis en 1985,
chservaron un blequeo en el estadic de 4 c2lules. Este bloqueo coincide con
la activacion del gencma embricnaric ¥ es la etapa en B que el embrién
pasa del cviducte al Oterc.

El cultive in witro de embricnes porcincs ha experimentadc avances
considerables en los dltimos afios. Desde la extensa revision llevada a cabo
por Peters vy Wells en 1993, las mejoras en los sistemas de cultive podrian
resumirse en tres aspectes. En primer lugar, el medic NCSU {Peters y Wells,
1993) es el medic mas cominmente empleado en los sistemas de cultive de
embricnes, ya que es el medic con el que mayer porcentaje de blastocistos
se ha obtenide (Machaty et al., 1998). Lo que ain no se ha clarificado
fehacientemente es Iz diferencia entre el usc del NCSU23 (Abeydeera et af,
1998; Machaty et &f., 1998) ¥ el NCSU37 {Hajdu et a/., 1994; Kikuchi et af,,
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1999), Es necesaric establecer si la tauring & hipotauring del NCSUZ23 podria
ser reemplazada por el sorbitol del NCSU37, o quiza seriz mejor el uso de
un medic con los tres suplementos. Estos componentes estan ascclados 8
diferentes aspectos fisiolégicos y podrian tener efectos sinérgicos cuando se
usan de manera conjunta, La tauring e hipotauring actien como
osmorreguladores y estabilizadores del pH. Ademas, se ha descritc que lg
adicion de tauring 2l medic incrementa el desarrcollc embricnaric {(Peters y
Wells, 1993) posiblemente debidc &2 un efecto protecter contra los dafics
pericxidatives {Guerin et af., 1995]). For ctra parte, el scrhitcl, se sabe que
en ratén presenta un efecto beneficicso en le compactacién en estadio de
marula y expansién del blastocisto (wells et a/., 1992),

Otra de las mejoras interesantes s2 basg en el efecto de |z adicidn de
suerc a partir del diz 5. Koo ef af en 1997 demostraren |z necesidad de
afiadir suerc en los estadios de mérulz al medic NCSU para que produjers
la eclesion del blastocisto. & pesar de que muchos grupes de investigacion
promueven gl usoc de medios quimicamente definides necesarios para una
correcta estandarizacion entre los diferentes laboratorios (Iwasaki et af.,
1999}, el suerc fetal bovino (FCS: Foetal Caff Serum) inactivado a 56°C
durante 30 minutes esta siendoe amplismente utilizade como fuente proteica
y de factores de crecimiento en los medics de CE. Debide al efecto bifasico
de este suerc, el desarrclle tempranc es inhibide mientras que estimula |z
compactacién de la mérula v la expansion del blastociste (Lim et &/, 1994],
por lo que deberia ser sfadide dnicamente en el 5° dia de cultive. Ls
concentracitén de FCS utilizado en la especie porcina varia entre laboratorios
desde un 10% {Dcbrinsky et &, 1996) hasta un 20% (Koo et al., 1997).

En tercer lugar, se podria utilizar cocultivos con células oviductales y
endecmetriales para intentar mimetizar el cultive i vivo, ¥ de esta manera,
proporcionar sustancias esenciales producidas per estas células. Estas
sustancias ne se incluyen en los medios quimicamente definidos, debide a la
falta de informacién sobre ellas (Rath et &/, 1995). En cerdos, se ha visto
incrementada la monospermia mediante 2l uso de células oviductales (Nagai
¥ Moor 1990; Romar ef af.,, 2001), inclusc se han utilizade en la especie
bovina dandce buencs resultades (Katska et af., 1998). Al mismo tiempe, se
han realizadoe diversocs estudios mediante el usc de células endemetriales en
Iz especie humana {Katsuragawa et af., 1995), y en ratcnes {Socong et af.,
1998) donde se ha visto un incremento en el desarrcllc embrionaric. En la
especie porcina, como ya hemos revisado en el apartade anterior, el cigoto
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entrz en el Gterc en el estadic de 2-4 células; esto significa que durante el
desarrcllc tempranc, el embrién contacta en primer lugar con las células
ocviductales y postericrmente con las endometriales. Mediante el intentc de
mimetizar en lo maximo posible estas condiciones que se dan in vivo, se
podriz incrementar el nimere vy calidad de blastocistos (Niemann y Rath,
20013,

Otre punto de estudio seriz el use de oviductings, Las oviductinas son
glicoproteinas sintetizadas en las célulzs oviductales, que se unen a la ZP
después de |z ovulacién (Kane, 20032}, Es sabido que su funcidén es cambiar
las propiedades de la zona, dandeole proteccidén al embridn v posiblemeante
puedz afectar a su desarrcllo posterior.

En relzcién al medic de cultive post-inyecddn de los ovocitos porcings,
se estan empleande cominmente dos medics; por una parte el NCSU-23
{Kim et af., 1995; Kclbe y Holtz.,, 1999; Lai et af., 2001; Lee ef af., 1998,
2003) un medic tipice de cultive de embricnes, mientras que ctro grupo de
investigacicn {Probst ¥ Rath, 2003) utiliza un medic tradicicnal de FIV para
lzs primeras 20h de cultive y postericr transferencia @ medic de CE. La
diferencia entre ambos medics radica principalmente en la cantidad de
calcic disponible,

El madic TALP formulade segiin describen Rath et all {1999), &l ser un
medic de FIV, pcsee maycres cantidades de calcic (8mM en forma de
lactate calcico) que el NCSU-223 (1.70mM en forma de CaCl, 2H:0), que
ademas presenta en su composicion tauring & hipotaurina, Se ssbe que el
calcio es un ion imprescindible en el procese de activacién ovocitaria y
durante este proceso se van llenando los depdsitos intracelulares mediante
unz captzcién de calcic extracelular. Ademas, en la composicicn de este
medic se incluyen el piruvate {0.12mg/ml) v el lactate sédico (10mM). El
piruvate y el lactacte son dos fuentes de energia necesarias para los
primeros estadios de desarrcllo in vitro en la especie porcing {Kikuchi et af.,
2002). Se ha democstradc asimismo, gque el piruvatc es necesaric para la
respiracion  mitocondrial vyl division celulear durante el desarrcllo
preimplantacicnal en humanos (wilding et &/, 2002), Ademas, el piruvato
presenta capacidad anticxidante actuandc coemce protecter contra la
citetoxicidad inducida por los perdxidos organicos en cultives celulares
renales ¥ neurcnales {Desagher et af., 1997; Nath et al., 1994). El lactato,
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por su parte, incrementa el metabolismo del piruvate en embricnes de ratén
{Lane ¥y Gadner, 2000},

QJueda por dilucidar si unaz secuencia en el usc de medics de cultive
{primero uno especifico de FIV, seguide de cotro de CE) podriz mejorar los
resultades actuzles de desarrcllc embricnario in vitro,

1.3.2.4 Morfologia y calidad de los embriones

Existen falles durante el cultive in vitro de los embricnes que criginan
defectos en el sistema micrctubular del ovecite. Se han llevade a cabe
estudics comparatives de distribucion de  les filamentos de  acting
{respcnszble del mantenimientc de B place metafasica, rotacion de los
cromosomas, liberacién del corpiscule polar, migracién pronuclear
desarrcllc de la mitesis celular), en embricnes producides 7 vitro mediante
FIV e in vivo, donde se cbservaron diferentes patrones de distribucion de
estos filamentos intracelulares. Ademas, se vio fragmentacion, presencia de
blastémeras binucleadas ¥ un mencr nimere de células por blastocistos, en
los embricnes preducidos in witro @ diferenciz de les preducides in vivo
{wang et af., 1999). Estes resultades demuestran que la bajg capacidad de
desarrcllc de los embricnes producides in witro parcialmente es debida a las
subdptimas condiciones de cultivo,

1.3.2.5 Valoracion de la capacidad de desarroflo embrionario

En relacién a Iz veloracion de los resultedos anterior al desarrcllo
embricnaric, ésta s realiza scbre las 18-20h después de |z 1CSI, cuando ya
se ha alcanzade el estadic de desarrolle pronuclear, Los ovocitos con gl
mencs un proniclec se consideran activades, Estadios con dos proniclecs
se clasifican ceme fecundades en los grupes inyectades con espermateozoide
y partencgendticos en los grupes inyectados sin espermatoezoide (Garcia ef
af., 20033,

A las 48h de |z ICSI se valora el ndmerc de divisiones celulares
aunque no es un parametrc muy exacto debide & la gran inestabilidad de
los ovocitos porcines y & la tendencia a dividirse mediante fragmentacion
{Kelbe y  Holtz, 1999). Resultz  dificil  distinguir séle con  criterios
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meorfolégicos un embrién dividide correctamente vy otro fragmentade o
dividide partencgendticamente,

El parametro mas valerade en |z capacidad de desarrcllc embricnaric
en la maycoria de los laboratorios es el nimero de blastodstos chtenidos, asi
como el numere de células por blastocisto, y& que s& considera como un
parametro de calidad embricnariz,

Sin embarge, hemos revisado en este apartade, que el sistema de CE
ccasiona alteracienes en el embrién, Por lo tante, la prusba definitiva que
va a medir la viabilidad embricnaria es el establecimiento de gestacicnes y
el nacimiente de crizs vivas tras la transferenciz 2 una hembra receptora.
No chstante, tisne el inconveniente de ser una técnica de coste elevado por
lo que no se resliza de manera rutinaria. Actuzlmente, el éxito alcanzado
en las transferencias es muy variable y, como muche, sélo el 20 & 30% de
los embricnes scbrevive tras la transferencia {Abeydeera et af., 2002},
cuandc los embricnes procceden de FIV. En el casc de la ICSI, los
porcentajes son muy infericres (revisade en el aparatade de ICSI).

1.3.2.6 Transferencia de embriones

En el cerde, desde hace varias décadas se ha estado realizando la
transferencia de embricnes por vie quirdrgica. Sin embargo, en el campo
relacicnadoe con las aplicacicnes comerdiales sélo se ha utilizado de manera
limitada debidc a la necesidad de equipamientc, instalacicnes adecuadas y
anestesia. El éxitc de la aplicacidn en la especie bovinag de la recogida no
quirdrgicc de embriocnes v de la transferencia y técnicas relacionadas, ha
estimulade el desarrcllo de sistemas semejantes en el cerdo.

Hasta el momente, se han utilizado tres tipos de técnicas: 1) I
transferencia gquirdrgica clasica mediante laparctomia e introduccicn de los
embricnes en el oviducte o en el extremc del cuernc uterine dependiendo
del estade de desarrolle, con porcentzjes de gestacion entre el 17 y el
100% v tamafics de camada entre 2.4 vy 10.8 lechones {Camercn et af.,
1990%; 2) la técnica de laparoscopia, con porcentajes de éxito que van del
14 zl 90% ¥ tamanos de camada de 7 & 9 lechenes (Besenfelder et af,,
1998) ¥ 3) los procedimientos no quirdrgicos, basados en el abordaje
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transcervical y I introduccién de les embricnes en el ldtero a través de
sondas especiales, que tienen la ventzja de no precisar sedacién en los
animales, no ser invasives ¥ ser repetibles indefinidamente en el mismec
animal. Los porcentajes de gestacion en este caso varian del 9 a2l 84% y el
tamafic de las camadas de 3.1 a 10.9 lechcnes {Ycnemura ef af., 1996;
Hazeleger et af., 2000). Recientemente se ha desarrcllado una nueva scnda
para transferencia embricnariz tantc en hembras nuliparas como en
multiparas, que permite lz intrcduccion de los embriones por  vig
intrauterina profunda. 52 ha cobtenide tambign descendenciz mediante esta
sonda (Martinez et af., 2004) con uncs porcentajes de gestacién (70%)
similares a los obtenidos por transferencia quirirgica y ung media de 7
lechones por cerda.

La edad del embrién es un dato muy importante a la hora de realizar
las transferencias; dependiendo del estadic en que se encuentre se
dispendran en oviducte o Oterc mimetizande las condiciones in vive, Los
mayores éxitos se han conseguide con la transferencia de embricnes de 2-4
células en el oviducte o de blastocistos en el cuerne uterine y, mientras que
en el primer cas0, no es posible el abordaje transcervival, en el segundo si
es posible.

Otros factores a tener en cuenta son las condiciones higiénicas, El
usc de antibidticos y material estéril para prevenir contaminacicnes aporta
mayor probabilidad de éxito al procedimiento (Yonemura ef af., 19963, En
cuante 2 la edad de las hembras, normalmente se utilizan hembras
primiparas porque son mas faciles de manegjar v toleran mejor Iz anestesiz
¥ los procedimientos quirdrgicos que las cerdas adultas. Por dltimeo, la
sincronizecién o la misma procedencia de los embricnes; los obtenidos por
FIV o por ICSI no presentan la misma calidad inicial que los cbtenidos in
vwivo comc hemos explicade anterdicrmente.

Por otre parte, en lz produccién de descendencia viva jusga un papel
clave el reconocimiento y mantenimiento de la gestacién. Al menos dos
técnicas se estan empleande para ayudar en el reconccimiznto y
mantenimiente de la gestacién tras la transferencia de embricnes cultivados
in vitro, La primera es la administracién exégenz de estrégenos, los cuales
actian alterando |z liberacién de prestaglandings del (dterc (Frank et af.,
1977). Estos estrégenos pueden  administrarse 2 intervalos  entre
aproximadamente los dias 11 y 15 de gestacién (Geisert ef a/,, 1990). La
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segundz t2cnica consiste en |z induccién de cuerpos litecs mediante |a
administracicn de =CG vy hCG en el diz 9 v el dia 12 de gestacién
respectivamente {Ellicot et af., 1973). Esta segunda peoblacién de cuerpoes
litecs es refractaria & los efectos lutecliticos de la prostaglanding liberada
alrededor del dia 14 del ciclo estral criginal ¥ proporcicna una fuente
continua de progestercnz capaz de mantener lz gestacién (Bazer et afl.,
1982}
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OBJETIVOS E HIPOTESIS
DE TRABAJO

Tras el analisis del estado actual de conccimientos realizado en el
apartadc anterior, nos planteamcs comoc objetivo general en esta Tesis
Doctorzsl contribuir de algin modo a aumentar el rendimiento actual de
Ia técnica de ICSI en la especie porcina, abordande para elle parte de
las distintas eticlogias que se sefialan como posibles causantes del bajo
desarrollc embricnaric (pagina 49 de la revision bibliografica).

Las eticlogias gque se han propuestc nos  sirvieron para el
plantzamiento de nuestras tres hipétesis de trabajo:

1. Optimizando la secuencia de utilizacién de les medios de fecundacicén
in wtro ¥y de cultive de embricnes {FIV¥ y CE) se puede mejcrar el
rendimizgnto de la técnica de ICSI en la especie porcing,

2. Mejorando el sistems de maduracién in vitro del ovocito se puede
aumentar el rendimiento de lz técnica de la ICSI en la especie
porcing.

3. Mediante la inyeccidn InsP; junto con el espermatozoide se puede
mejorar la activacién ovocitaria, ¥ con elle, el porcentaje final de
blastocistos que se cbtienen tras la ICSI en la especie porcing,
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Parz la aceptacién o rechazo de cada una de las hipdtesis fue
necesaric el planteamiento de una serie de objetivos especificos:

1. Optimizando la secuencia de utilizacién de los medios de
fecundacién in vitro y de cultivo de embriones (FIV y CE) se puade
mejorar el rendimiento de Ia técnica de ICSI en la especie porcina.

La mayoria de los investigadores transfieren los ovocitos recién
inyectados 2 un medic de cultive de embricnes como es el NCSU-23
{(revisedo en pagina 56). Sin embargo, en condicionss in VWivo, el cigoto
recién fecundado se encuentra en el ambiente oviductal, muy diferente del
ambiente uterinc al que se desplaza con postericrided {48 horas post-
ovulacién, estadic de 2-4 células). Por lo tanto, el desarrcllo embrionario in
vitro podria mejorar si los ovocitos recién inyectados se transfieren 2 un
medic con las caracteristicas de los medios de FIv {TALP), en los cuales
tiene lugar la penetracién del espermatozoide y el desarrclle pronuclear,
como ccurre en el oviducto, ¥ postericrmente a un medio de cultive de
embricnes (NC5U-23), capaz de aportar los nutrientes necesarics para
soportar las primeras divisiones celulares, como ocurre en el Otere. Seriz
importante, ademas, determinar el pericde de tiempo dptimo  de
permanenciz de los cvecites inyectados en el medic de FIY, ya gue &l
gliminar etapas como |z unién espermatozeoide-zona pelicida, el pasc a
través de ésta, la unidn del gameto masculing a Iz membrana plasmatica
del ovocito, la fusitn v posterior penetracion espermatica, es posible que el
tiempo necesaric pare le formacion de los prontcecs se acortara con
respectc al cbservedc i wwvo © mediante FIV convencicnal  En
consecuencia, el primer objetive especifico de esta Tesis consistic en
comprecbar si el rendimiento de la técnica de ICST mejora cuando los
ovocitos son cultivados durante las primeras heras post-inyeccion {gh 6
20h) en un medic de FIV y postericrmente son transferidos & un medic de
CE con respecto a un grupe control que directamente se transfiere al medic
de CE. Lcs grupes de trabajo que elegimos para conseguir este cbjetivo se
detallan en el apartade de disefic experimental.

2. Mejorando el sistema de maduracién in vitro del ovocito se
puede aumentar el rendimiento de la técnica de la ICSI en |a
especie porcina.

Curante lz maduracioén in vitro, ovocitos que fisiclégicamente no
estan destinados & ser ovulados en un pericde de tiempo inferior a 44
horas, son extraides de sus folicules ¥y cultivados hasta gque alcanzan el
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estadic de MII, indicador de |z maduracidn nuclear. Sin embargo, se les
priva de una importante etaps de diferencizcién ¥y maduracién
citeplasmatica durante la cual, en el interior del folicule, adquieren I
competencia para el postericr desarrcllc embricnaric tempranc. Numercsos
autores han planteado |z hipdtesis de que con el uso de inhibidores
meidticos es posible cultivar ovocitos detenidos en estadic de Gy durante
un tiempe limitade, y posteriormente someterlos @ maduracidn in vitro,
permitiendc de este mode que la maduraddn citeplasmatica v la capacidad
de desarrcllo embricnaric mejoren {revisado en paginas 26-27). Nuestro
segundo objsative especifice consistit en estudiar el efecto del precultivo
en roscoviting, un inhibidor meidtico, scbre los resultados de |z ICSI en g
especie porcina, analizande parz ello diversos indicadores de maduracién
nuclear, maduracién citoplasmatice, fecundzacién y desarrcllc embrionaric
de los ovocitos precultivados en presenciz de roscoviting, Ademas, dentro
de esta misma hipdtesis, nos planteamos un tercer ocbjetivo especifico
para averiguar si el precultive en roscoviting afectaba al tiempe requeride
para la posterior reanudacion de la meiosis i vitro y, consecuentemente, 2
Iz capacidad de desarrcllc embricnaric tempranc.

3. Mediante la inyeccién InsP: junto con el espermatozoide se
puede mejorar la activacién ovocitaria, y con ello, el porcentaje
final de blastocistos que se obtienen tras la ICSI en la especie
percina.

Numerosos autores han empleado diverscs agentes para imitar i
vitro las oscilacicnes de Cg'? respensebles de Iz activacién del cvecito.
Debido 2 que los embricnes chtenidos mediante ICSI en la especie porcing
cesan muy tempranamente en sus divisiones ¥ no glcanzan el estadic de
blastcciste, se supone que la inyeccion del espermatczoide por si sola
representa un estimule insuficiente para que el ovocito comience y continte
la secuencia de acontecimientos que supone el procese de activacion, hasta
llegar &l estadic de blastocisto, Por esta razén, nuestro cuarto objetivo
especifico consistid en comprobar si la inyeccién de InsP; junto &l
espermatozeide estimulaba el procese de activacién ovocitaria mejorando el
porcentaje final de blastocistes obtenido,
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MATERIAL Y METODOS

En este apartado se describira |2 metodelegiz seguida en el presente
trabgjo refiriendo simultzneamente el material utilizade., Salvoc gque se
indique lo contraric tedos los reactives empleados fuercn cbtenides de
Sigma-Aldrich {Madrid, Espafia).

3.1 MEDIOS DE LAVADO Y MANIPULACION DE
GAMETOS

3.1.1 TRANSPORTE Y LAVADC DE QVARIOS Y OVOCITOS.

Los medios utilizedes para el transporte y lavade de los ovarios, asi
como para la obtencién de los ovocitos fueron los siguientes:

- Solucién Salina ($3): 0.9% w/fv de NaCl con 100 mg/l de sulfato
de kanamicina.

- Solucion de cetrimida (Bromurc de hexadecil-trimetilamonic:
Cetab) al 0.04% {w/v).

Ambas sclucicnes fuercn preparadas con agua purficada (Mili-RX) v
se mantuviercn a temperstura ambiente hasta su usc en el lavado ¥
reccgida de ovarics.
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- Tampén Fosfato Salino de Dulbecco modificado (PBS)
suplementade con 1mg/ml de alcohol polivinilico ¥ 0.005mg/l de rejo fencl
como indicador de pH. Este medio se conservd a 4°C hasta su utilizacion en
lz manipulacién y lavade de los ovecitos recién recolectados,

El medic utilizado para el lavado de los ovocitcs madurcs, ¥y durante

la inyeccién fue PBS suplementado con 10% (v/v) de suero fetal boving
{FCS; Biclogical Industries™, Haemek, Israel],

3.1.2 DILUCION Y LAVADO DE ESPERMATOZOIDES.

El medio utilizade para ke dilucién v lavado de los espermatozoides
fue el Beft=viffe Thawing Sofution (BTS) (tabla 1):

Tabla 1. Diluyente BTS para espermatozoides de verraco {Pursel y
Johnson, 1975,

Componente Concentracion (mM)
Glucosa 0.0002
Na:_EDTA=2H-0 3.36
CO:HNa 15
Citrato-Naz+2H.0 20
CIK 5

En la preparacién de los espermatozoides para la ICSI, el medio
utilizado fue el PBS suplementado.

3.2 MEDIOS DE CULTIVO Y SUPLEMENTOS

Los medios para la maduraddén in Witre de ovocitos (MIV), cultivo
postericr a ICSI ¥ cultive in wire de embricnes {CE) se detzllan a
continuacion:

Medic NCSU-37 stock . Se prepard en el laboratoric una sclucién
stock (tablz 2) con agua ultrapura (Milli-Q). A continuacidn, se esterilizd por
filtracién haciéndolo pasar a través de un filtro de membrana con diametro
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de 0.22 pm ¥y se conservd en condicicnes estériles a 4%C durantz un
mazximc de dos semanas,

Para MIV, el medic NCSU-37 stock se suplementd con cisteina, j-
mercaptoetancl, insuling, dibutiril AMP ciclico {(dbAMPc), fluide folicular
porcino {PFF), PMSG v HCG (Foligén®, Chorulénd®; Intervet Internationsl
B.V., Boxmeer, Holanda) tal ¥ comc describen Funzhashi ef af {1997a) ¥
comoe se refleja en la tabla 3.

Tabla 2. Composicion del medio NCSU-37 stack (Peters y Wells, 1993,

Componente Concentracion {mM)
Nacl 108.73
NaHCO; 25.07
KCl 478
KH.PO, 1.19
MgS0.4+7H20 1.19
CacCl;«2H.0 1.70
Glucosa 5.55
D-Sorbitol 12.00
Penicilina G sédica 0.18
Sulfato de estreptomicng 39.00 UL/ml

Tabla 3. Suplementos del medio NCSU-37 para maduracian i vitro de ovocitos
porcinos (Funahashi ef af., 1997a).

Componente Concentracién
Cisteina 0.57 mM
E-mercaptoetanol |50.00 pM
Insulina 5.00 mg/l
dbAMPC 1.00 mM

PFF 10% {w/v)
PMSG 10 UL/mil

HCG 10 uL/mil

73



MATERTAL ¥ METODOS |

Medic TALP. La soclucion stock (tabla 4) fue elaborada en el
laboratoric con agua ultrapurz. A continuacién, se esterilizé mediante
filtracién ¥ se conservd bajo condiciones estériles & 4°C durante un maximo

de dos semanas.

Tabla 4. Composicion del medio TALP stock (Rath et af,, 19993,

Componente Concentracién {mM)
Nacl 114.08
NaHCO» 25.07
KCl 3.20
NaH-P0O,;+H-0 0.35
MgCl.«6H-0 0.50
Lactato Cas5H20 8.00
Lactato sodico 10.00
Glucosa 5.00
Cafeina 2.00
Sulfato de 017
kanamicina

Rojo fenol 0.003
PVA 1 mg/mil

Fara el cultive posterior a la ICSI, el medic TALP stock se suplementd
con 3 mgé/ml de albimina sérica bovina libre de acidos grasos (BSA-FAF) y
0.12 mg/ml de piruvato sédico, tal ¥y como describen Rath et af, (1999). El
pH se gjustd hasta 7.4 en un incubador al 5% de CO,, 38 59%C v atmbsfera
saturada de humedad durante 20h antes de su uso.

Medio NCSU-23. Siguiende el protocele de Peters y Wells {1993), se
elaboré una solucidn stock (tabla 5) con aguz ultrapura, se esterilizé por
filtracién y se conservd a 4°C durante un maximoe de dos semanas. En el
momento de su uso pars CE, el NCSU-23 stock se suplementd con 4 mg/ml
de BSA-FAF, insuling 0.57mM, p-mercaptoetancl 50uM, 2% {v/v) de BME
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{aminoacids sofution 50xX) ¥ 1% {v/v) de MEM (non-essentiaf amino acid
sofution 100x). Se filtrd ¥ se intredujo en el incubader un diz antes de su
usc.

Mientras no se especifique lo contraric, cuande se haga referencia a
un medio de cultive se entenders como finalmente suplementado para 1CS1
o CE.

Tabla 5. Composicion del medio MCSU-23 stock (Peters y Wells, 19937,

Componente Concantracién {mM)
NacCl 108.73
NaHCO: 25.07
KCl 4,78
KH-PO, 1.19
MgSO 4+ 7H20 1.19
CaCl«2H-0 1.70
Glucosa 5.55
Taurina 7.00
Hipotaurina 5.00
Penicilina G sédica 0.18
Sulfato de 39 UL/mi
estreptomicina

Preparacion de la Roscovitina. A partir de |z muestra comercial del
R- enantitmerc de roscoviting {2-[R]- [L-Etil-2-hidroxietiemine]  -6-
benzilamino-9-isopropilpuring) se procedid & su dilucién en dimetilsulfdxido
{(DMSO) en concentracidn  stock 10mM. Posteriorments, esta solucidn se
congeld & -20° C hasta su uso,

Preparacidn del Inositol 1, 4, 5-trifosfato (InsP;). El InsP; se diluyd
a2 una concentracién de O0.5pM con una sclucién buffer {120mM de KCI,
20mM de Hepes, pH 7.4) ¥ se congeld & -20°C hasta su uso {Amano et af.,
2003).
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3.3 MADURACION IN VITRO (MIV) DE OVOCITOS

Los cvocitos fuercn cbtenidos a partir de ovarics procedentes de
hembras preplberes szcrificedas en matadero. El transporte hacia el
laboratoric s2 reslizé en un recipiente iscterme con S5 & 38°C en un plazo
maximc de 1 hora desde el sacrificic de los animales.

Una vez en el laberateric, los cvarics se scmetiercn a dos lavadoes en
Cetab, dos en S5 atempersda ¥ se procedic a la obtencién de los ovocitos
en PBS. Los ovodtos se obtuviercn seccionando con hoja de bisturi los
foliculos ovaricos con un dismetro entre 3-6 mm (figura 44). El contenido
folicular se recogid en tubos estériles y se resuspendid en PBS atemperado
dejandole sedimentar aproximadamente durante 5 minutos, Pasado este
tiempe, el sedimente se diluyd con PBS fresce. Bajo el estereomicroscopio
{Nikon™) (figura 4B) y a 20 aumentos, se seleccionaron aguellos ovocitos
redeados por varias capas de células del cumulus cophorus con un aspecto
compacte ¥ con un citoplasma homogéneos y granulado {figura 4C). Los
complejos células del cumuivs oophorus-ovecite (COCs) se aspirarcn con
unz pipeta Pasteur zdelgazada con el extremoc romo y conectadza a un tube
flexible de silicona.

Los COCs seleccionados se lavaren una vez en PBS atemperado y dos
veces en medio NCSU-37 previamente equilibrade a 38.5%C en el incubador
{Heraeus™ al 5% de CO; y atmodsfera saturads de humedad durante al
menos tres horas. El cultive se llevd & cabo en grupes de 45-50 COCs en un
volumen de medic de 500ul. Pasadas 20-22 horas de cultive, los COCs
fuercn transferides a medic NCSU-37 libre de PMSG, HCG v dbaMFC donde
se lavarcn dos veces y se cultivaren durante 20-22 heras {(Funahashi ¥ Day,
1993),

Perg las experizncias con premeduracién en roscoviting, los COCs
seleccicnades ¥ lavados en los medios de cultive apropiades se dispusiercn
en grupcs de 45-50 cvecites en un velumen de 500 de NCSU-37 libre de
PMS(G, HCG y dbaMPc en presencia del inhibidor meidtico a2 50pM durante
un pericdo de 22-28h. Posteriorments  estos ovocitos se maduraron
siguiendc el protocole antericrmente citedo (Funahashi ¥ Day, 1993).
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FIGURA 4, AY Seccion de foliculos ovarcos con bistur. BY Estereomicroscopio Mikon
para seleccidn de owocitos. ©) Owocitos inmaduros con células del cumofus
oophorus compactas. DY Owocitos maduros con celulas del cumifus oophorus
expandidas
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3.4 VALORACION DEL CONTENIDO INTRACELULAR DE
GSH

Pare medir Iz concentracion intracelular de glutatién en los ovocitos 2l
final del pericde de MIV se siguid el métoedo descrito por Tietze {1969), Este
método esta basade en el ensayo cidico de la enzima 5, 5-dithiobis-{2-acido
nitrobenzeico)-glutation - reductasa {DTNB-GSSG) que detecta en los
ovocitos tante el glutatién reducide come el oxidade, Las modificaciones
descrites aqui corresponden basicamente & las realizadas por Anderson
{1985).

Este ensayo ciclico tiene lugar en dos pasos. En el primero de ellos el
glutatién reducido en presenciz de DTNB se oxida:

2G5H + DTHNE = G55G + TNB

¥ en un segundc pasc lz enzimz DTNB-GSSG reductasa cataliza la
reaccién siguiente:
GSSG + NADPH + HY = 2 GSH + NADP*

Siendo:
GSH: forma reducida del glutatién,
GSSG: forma oxidada del glutatidn,
DTNB: 5.5-dithichis- (2-acido nitrobenzoico),
TNB: 5-thio-2-acide nitrobenzoico,
NADFH: forma reducida del fosfate del dinucdedtide de
nicctinamida y de adenina.
NADPY: forma oxidada del fosfate del dinucledtide de
nicctinamida y de adenina.

El contenide total de glutstién puede estimarse a partir dz g
produccicn de TNB que se determing a una abscrbancia de 412 nm {(UV).
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Lcs reactives empleados fuercn los siguientes:

- Acido fosférico (HzPO4).

- Fosfato sodico hidratade {(NaH:PO4H-0O).
- Fosfato sédico (NazHPO,).

- Adido etilen-diaminc-tetracético (EDTA).
- DTNB.

- GSH.

- DTNB-GSSG reductasa.

- NADPH.

Las sclucicnes necesarias para rezlizar el ensayc se prepararcn con
agua purificeda a las coencentracicnes que se indican en la tabla &.

TABLA 6. Soluciones para el ensayo de glutation.

Componente Concentracion
H:PO, 1.25 M
MNaH:PO4H:0 0.2 M
Ma:HPO, 0.2M
EDTA 10 mM
OTNB & mM
Glutation reductass 266 UI/ml

A partir de estss soluciones se prepararcn las scluciones tampén
stock v de NADPH:

- Splucién tampdn stock: se prepart una sclucién 0.2 M de
fosfate sédico hidratado y 10 mM de EDTA (sclucién A). Se prepard otra
solucién similar perc con fosfato sédico (selucién B). Finalmente |z sclucién
tampon stock se prepard mezclando s solucicnes A v B hasta conseguir un
pH final de 7.2,

- Splucitn de NADPH: consistid en una sclucién de 0.3 mg de
NADPH por ml de solucién tampdn stock,

Todas las soluciones se prepararcn en el diz de la reslizacién del
ensayc de glutatitn, excepto |z sclucién tampén stock y la solucion de acido
fosférico, que se prepararcn previemente y se conservaron a temperatura
ambiente.
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Las muestras se prepararcn siguiende la metodologia descrita por
Funzhashi et al. {1994b) ¥y que resumimos a2 continuacicn, Las células del
cumiius oophorus se eliminaron por sucesivos pases de los COCs a través
de unz pipetz automatica (Nichiryo®). A continuacién, los ovocitos
denudados se lavaron tres veces en solucidn tampon stock tomandose
finalmente muestras de 30 cvecites en un volumen de Spl. Las muestras se
depositaren en un tubc Eppendorf al que se le afiadieron spl de Acide
fosférico 1.25M e inmediatamente fuercn almacenadas a -20°C hasta su
posterior anzlisis,

Los patrones se prepararcn en el momentoe de realizar el ensayo a
partir de 5 sclucicnes de GSH & distintas concentracicnes conccidas: 0.01,
0.025, 0.05, 0.1 ¥ 0.5mM. Para cada unc de ellcs se mezclarcn Spl de g
solucién de GSH correspondiente y Spl de acide fosférico 1.25M. El patrén
“cere” se prepart a partir de 5pl de PBS y 5pl de acido fesforico 1.25M.

Las muestras de ovocites se descengelarcn a temperatura amhbiente y
seguidamente se sfiadid & ceda una de ellas un volumen de 700pl de
solucién de NADPH, L00pI de sclucién de DTHB y 1904l de agua purificada.
Se mantuviercn a temperatura ambiente durante 15 minutos pasados los
cuales se afiadiercn 10 pl de GSH reductasa para iniciar la reaccion, A
continuacién  las muestras se intredujercn en un  espectrofotometro
{Beckman DU-40) donde se valord la formacidn de TNB & una abscrbancia
de 412 nm (W) cada 30 segundcos durante dos minutos, Los patrones se
tratarcn bajo las mismas condicicnes.

La concentracién de GSH en cada una de las muestras se determing
por comparacion con la curva estandar preparada con los patrones. La
cantidad total de glutaticn se dividié per el nimere de ovocitos en la
muestra para cbhtener el contenide total de GSH por ovocito.

3.5 PROCESADO DE LOS ESPERMATOZOIDES

El semen utilizede procedid de verracos (Lendrace % Pietrain) de
fertilidad procbade pertenecientes al centro de inseminacién artificial de la
granja Lo Mavarre 5.4, {Murcia, Esparia).
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La recogida de semen se realizé mediznte el método manual tomando
unicamentz la fracddn rica del eyaculade. Tras la recogida, se procedid a la
preperacién de las dosis seminales mediante dilucién en BTS a una
cencentracién aproximade de 3x10° espermatczoides por mililitre, que
posteriormente fue transportada &l laboratoric. Ung alicuota de 10 mililitros
de esta dosis se centrifugd & 1200g durante 3 min vy el sedimento resultante
se diluyé con la sclucién de PBS suplementadoe ajustande la concentracién 2
5x10% espermatozeides/ml.

3.6 INYECCION INTRACITOPLASMATICA DE
ESPERMATOZOIDES

Tras B maduracicn de los ovocitos (figura 4D), se precedié a la
eliminacién de las células del cumuius mediante sucesivos pases de los
COCs a través de una pipete automatica. A continuacidn, los ovocitos
denudados se laveron dos veces en | solucién de PBS suplementado y
finalmente fuercn colocados en las placas de microinyeccién,

Sobre las placas donde se realize la micreinyeccion {Falcon™ petri dish
50x9mm) se dispusiercn varias gotas centrales de 4ul de la solucién de PBS
suplementade con 1pl  de semen, redeadas por un nimero variable de
gotas del medio con los ovecitos, Cada gota de 4ul conteniz  un ovocito,
Les microgotas se recubriercn con aceite mineral {embryo tested)
distribuide per tods la placa de microinyeccicn,

La ICSI se realizé con un microscopic invertide Niken™ Diaphot 300
con los  correspondientes micremanipuladores  Transfertfan™  NK
{Eppendort) ¥y micrcinyectores Cefffram  Air/CelfTram  Of {Eppendorf}
(figura 5A ¥ G5B). Una wez preparade la place se procedid @ la
microinyeccién, Mediante una pipeta Eppendort™ Custom Tip  sterife
{diametrc internc Sum) se aspiré un pequefic volumen del medic libre de
espermatczeides, ¥ & continuacién se dispusc en una gota que contenia
espermatozoides dénde se selecciond e inmovilizd al espermatozoide que
ibamos a microinyectar, aspirande desde la cole de forma que la cabeza
espermatica quedabe mas cerce de le entrada de la pipeta. Una vez
tuvimoes gl espermatozeide se procedic a la captura del ovocite mediante |z
pipeta de sujecién (Eppendorf® Sterife VacuTips), colocande el ovocito
previamente madurade ¥ denudade con el corpiscule polar en posicién de
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& ¢ 12 horarias. A continuacién, ss presiond con |z pipeta de
micrcinyeccién en la posicién de las 3 horaras para atravesar la zona
pelicida ¥ la membrana plasmatica (figurs 5C). Se aspiré una pequefia
cantided de citoplasmz para confirmar que se habia atravesado la
membrana plesmatice del ovocito, y el espermatozoide se inyectd en el
interior del dtoplasma. Por Gltimo, se retird la pipeta de microinyeccién y
se liberd al ovodto, Tras la microinyeccidn, los ovocitos se lavaron en el
medic correspondients seglin |z experiencie ¥y se dispusierocn en el
incubader en unas condiciones de 38.5%C, 5% de CO; y atmosfera saturada
de humedad. La formacion pronuclear se valord sobre las 22 horas después
de |z microinyeccién, considerandose como fecundados los ovocitos con dos
pronticlecs,
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FIGURA 5. A) Microscopio invertido Mikon® Diaphot 300 con los correspondientes
micramanipuladares TransferMan® WK (Eppendorf) y microinyectares Cefffram
Air/CelffTram O (Eppendorf).  8) Imagen ampliada microinyector v
micromanipulador., C) Inyecddn intracitoplasmatica de espermatozoide con pipeta
de sujecion y pipeta de inyeccion, ovocito con CP visible a las 6 horarias.
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3.7 CULTIVO DE EMBRIONES

A las 20-24 horas de la fecundacién in witro, los presuntos cigotos se
trasladarcn a medic NCSU-23 previamente equilibrade. En este medic se
lavarcn 2 veces y se cultivarcn durante 24 hcras en placas de Petri con un
velumen de 0.5 ml de medic. Fasade este tiempo, se seleccicnarcn bajo el
estereomicroscopio Unicamente aquellos embriones que se encontraban
divididos en estadic de 2-4 células, vy se trasladaron a placas de 0.5 ml con
medic NCSU-23 fresco. El cultive de embricnes se mantuve en estas
condicicnes hasta los 7 dias postfecundacién a 38.52C de temperatura ¥ 5%
de CO; en aire saturade de humedad.

3.8 VALORACION MICROSCOPICA DE LOS
RESULTADOS

3.8.1 VALORACION DEL ESTADIO NUCLEAR

Parz valorar el estadic nuclear de los ovocitos cultivedos en
roscoviting y la progresidn meidtica de éstos tras la MIV se fijaron siguiendo
la técnica descrita por Chang (1952) con ligeras modificaciones {(Coy,
1992). Los ovocitos permaneciercn en una sclucion fijadora de etancl
absoluto: acide acético {3:1 v/v) durante 24 horas tras las cuzles se tifieron
con celerante lacmeid al 1%.

Tras la tincign, las preparaciones se visualizaron a 200-400 aumentos
en microscopic de contraste de fases (Nikon®) y se clasificaron como Gv-0,
Gv-1, GV-1I, GW-1II, GV-1V, Met I, Ang I, Tel I, Met II {figura &) de acuerdc
con los criterios morfolégicos de caracterizadén descritos por Funahashi et
af. {1997a). GV-0 caracterizadc por un nuclecle evidente y cromating
filamentosa localizada en todz el area de la Gv; Gv-1 caracterizado por un
nuclecle evidente y cremating dispuesta en ferma de herradura de caballe
alrededor del nuclecle; GW-1I, caracterizade por un nuclecle evidente con
cromating en forma de herradura de cabzalle alrededor del nucleclo, perc
con zlguncs agregados de cromatina tefildes localizades principalmente
alrededor de lz cromating; Gv-III, caracterizade per una red irregular de
filamentos bivalentes en el area de la vesicula germinal y sin nucleclo
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evidente y GV-1V, caracterizedc por la digcinesis de la crematina. En
nuestro estudio, el estadio de GYBD fue incluido dentroe de Gv-Tv,
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FIGURA 5. Estadio nucdear de los owvocitos tefiidos con lacmoid al 1%, microscopic
de contraste de fases, 400X, &) GV0, nucdecolo evidente y cromatina filamentosa
localizada en toda el area; BY GV-I, nucleolo evidente y cromatina dispuesta en
formna de herradura de caballo alrededor del nucleclo; ) GW-II, nucledlo evidente
con cromatina en forma de herradura de caballo alrededor, pero con algunos
agregados de cromatina tefiidos; DY GW-III, caracterizado por una red imegular de
filarmentos bivalentes en el area de la vesicula germinal y sin nuclealo evidente y E)
GY-IY, diacinesis de la cromatina.
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FIGURA 3. Estadio nucdear de los owvocitos tefiidos con lacmoid al 1%, microscopic
de contraste de fases {1000X}. F) Owocito en Metafase [ con los cromosomas
dispuestos es el ecuador del huso acromatico. G owocito en Anafase I con los
cromosomas desplazéndose hacia los polos del huso. HY ovocito en telofase [ con
los cromosomas en el polo del huso. I} Dvocito en Metafase II con los cromosomas
dispuestos en el ecuador del huso acromatico y el primer corpdsculo polar,
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3.8.2 VALORACION DE LA FORMACION PRONUCLEAR

Dependiendc de la experienciz rezlizada, los ovoctos inyectados se
evaluaren siguiende distintas metodologias, En la experiencia 1 y el primer
apartade de ICSI de la experiencia 2, los cvecites se evaluarcn a las 22h
tras la ICSI cen lacmeid. El restec de experiencias de ICSI se walcrarcn
mediante la tincién con el flucrocromoe Heoechst 33342, Brevemente, los
ovocitos se fijaren en glutaraldehide al 0.5% en PBS durante 30 minutos. A
continuacién los ovocitos fuesrcn lavados de nueve en PBS vy tefiidos en g
oscuridad con ung sclucién de Hoechst 1mg/ml durante 15 minutos, Por
ultimo, a2 los ovocitos lavados en PBS, se les adicienarcn 20 pl de una
solucién de montaje compuesta de Heechst img/ml, PBS (&.25ml) y glicerol
{6.25ml) de la gue fuercn transferidcs en una pipeta Pasteur a un
portzcbjetos sobre el que se deposité un cubrecbhjetos que se sellé con
esmalte.

Tras la tincién, les ovocitos fuercn evaluados a 200-400 aumentos
con un microscopio Leika™ modele DMLS v filtre de flucrescencia con rango
de excitacién para luz ultravicleta. Se considersron ovocitos no activados
agquelles gque mostrarcn la place metafasica, independientemente  del
estadic del espermatozoide considerandose el resto se como ovocitos
activados. Entre estos dltimos se encontraban zquellos con presencia de
prontcles femenine (independientementz del estadic del espermatozoide),
estadic de dos células o partencgenéticos. Se  consideraron  ovocitos
fecundados aquelles que tuvieran presentes 2 PN, se viera ¢ no el CP en la
tincion y aquellos en estadic de dos células (figura 7).

Las variables estudiadas tras la ICSI fuercn las siguientes:

« El porcentaje de ovocitos degensrados (% Degeneracién) con
respecto al total de ovocites inyectados,

« El poreentaje de ovodtos activados (% Activacién) con respecto
a los no degenerados. Dentro de estos ovocitos se encentraban
aquelles ovocitos en estadio anterior 2 2PN (1PN ¥ una cabeza
espermatica compacta o descondensada; % Pre-2PN), ovocitos
en estadio de 2PN {% 2PN), estedic de 2 células (% de
embriones) y ovocites sin clasificar (% Otros).
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FIGURA 7. Valoracdon de la fecundacion por [CSI mediante la tincion con lacmoid
y/o tincion con Hoechst 33342, Microscopio de epifluorescendia. A) Owvocito porcino
con dos prondclens. Hoechst 33342 (400%Y. BY Ovocito porcino con dos prondcleos.
Lacrmoid {10003, C) Embrion de 2 celulas. Hoechst 33342 (200X). DY Embrion de 2
celulas. Estereomicroscopio (200x%. EY  Owocito porcing con tres prondceos.
Hoechst 33342 (400%). FY Ovodto porcine con un prondcleo y una cabeza
espermatica descondensada {(1000XY. G) Ovocito porcino en metafase [[ y cabeza
espermatica compacta (200X,
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3.8.3 VALORACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Se considerarcn embricnes dividides aquelles que 2 las 45 horas
postfecundacidn se encontraban en estadic de 2-4 células con blastémeras
homegéneas. Por otra parte, una vez finalizado el pericde de cultive de 7
dias, se aislarcn bajo el esterecmicroscopic & 50 aumentos aquellos
embricnes con aspecto de blastocisto y se trasladaron 2 PBES atemperado.
Seguidamente, se procesarcn para valorar la calidad embricnaria segun el
niumerc de blastémeres por embrién siguiende |z técnica de Deobrinsky et af,
{1996). Brevemente, los blastocistes se fijarcn en alcochol scbre un
portzchiztos durante un pericdo de 24h v postericrmente se tifieron con
unz sclucién de Hoescht 33342 al 1% en PBS para tefir los niclecs
celulares. Por dltime, se visualizarcn inmediatamente en un microscopic de
flucrescencia a 400 aumentocs ¥ 495 nm de lengitud de onda. Se
contabilizaron todos los niclecs considerandose el ndmero total de células
por blastocisto como el nimero total de niliclecs tefiidos (figura 8).

Las wariables estudiadas en estz experienciz se detallan a
centinuacién:

« Porcentaje de division embricnaria (% Divisién): se contahbilizé el
nimerc de embricnes en estadio de 2-4 células con respecto al total
de los cigotos que iniciaron el cultive embricnaric.

« Porcentaje de blastocistos (% Blastocistos): se valoré como el
numere de blastocistos con respecto al total de embricnes divididos,

« NOmero medic de células por blastocistc (N céls/blastocisto): se
calculé come el nimere medic de nicleos tefiidos por blastocisto,
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FIGURA 8. &Y Embriones porcinos en estadio 2-4 celulas. Estereomicroscopio {203,
Ey Blastocisto cavitado mostrando el blastocele y la masa celular intema. C}
Blastocisto tefiido con Hoescht 33342 (nddeos de |los blastdmeros tefiidos en azuld,
epifluorescencia {200X).
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3.9 TRANSFERENCIAS DE EMBRIONES

Parz la realizacién de las transferencias se utilizaron 20 hembras
cruce de Landrace X Large White multiparas {2-4 partes) fisiclégicamente
sincronizadas tras el destete. La deteccién del celo se realizé mediante
verracos recela 2 veces por dia. Seguideamente con un ecografo modelo
Echoscan T-100, se determing el desarrolle folicular (3-6mm). A las 72h de
la ovulzcién se procedid a realizar las transferencias {figura 9).

3.8.1 TRANSPORTE DE LOS CIGOTOS

Una wvez inyectadecs los ovocites se  visualizarcn  bajo  un
esterecmicroscopic para  localizarles. & continuacién, se  introdujercn
mediante aspiracion utilizande un auxiliar de pipeteado (Micro-Classic®,
Brand) conectado & un catéter Tom Cat (Kendall Co., Mansfield, MA, USA)
con sclucién PBS atemperada a 389C, El transporte se realizd en una estufa
portatil @ 38°C, La cargs del catéter se realizé de la siguisnte manera: en
primer lugar se dispuso una columna con el medio de cultive, 8 continuacién
se dejé un espacic con aire ¥y luego se cargaron los embricnes contenidos
en el medic. Pestericrmente, se dispusc la sequnda columna de aire ¥y la
ultima nuevamente con el medic. La columna con el medio de cultivo (PBS),
ubicada en el extremo abierto del catéter, limpia a este en el momento de
lz descarga. Las presencigs de las cclumnas con aire impiden el
desplazamientc de lz cclumna central, que contiene locs embricnes y la
ultima garantiza la descarga del embrién por efecto de arrastre,

En tocdos los cases se procurt que el tiempe transcurride desde s
introduccion de los cigotos en el catéter hasta la llegada a la granja no fuers
superior a 1h,

3.8.2 ANESTESIA

La anestesiz fue realizada con tiopental sédico (Penthotal sédico, Lab
Abbett) previa sedacién con 120mg de azapercna (Stressnif®, Lab Janssen
Pharmaceutica) administrados por via intremuscular. El tiopentzl fue
inyectado en lz vena marginal de I oreja 2 unz dilucién 1:10 {v/v) para
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inducir el estade de znestesiz. Postericrmente este estado se mantuve con
la misma drogs administrada a una dilucién de 1:20 {v/v).

Los animales anestesiados se dispusieron en decibito supino y fueron
inmovilizadeos scbre la mesa de ocperacicnes.

3.8.3 APERTURA DE LA CAVIDAD ABDOMINAL

Se precedié 2 |z adecuads antisepsia {Betadine®, Lab Sarget) de la
rzgitn abdominal en la zona correspondiznte a las dos dltimas mamas, ¥ &l
aislamiento del campe quirdrgice mediante la colocacién de un pafio estéril,
A continuacién, se realizéd una laparctomia ventral mediante incisién con
bisturi ¥ se procedids a la diseccién roma de la grasa subcutanea, incidiendo
schre la fascie y el miscule recte abdominzl hasta la visualizacicn del
peritoneo. Este dltimo se abrid mediante un pequefic corte con el extremo
de unz tjers y 2 continuacién se colocd un separador abdominal,
Inmediatamente, se localizd un cusrno utering v se exteriorizd hasta poder
visualizar el cviducte y el cvaric.

Postericrmente, se cbservarcn con  detenimientc los  owarios
contandose el ndmere de cuerpos hemorragicos para asegurarnos que la
cerda habia completado el procese de ovulacién, A continuacién, se localizd
en el intericr de |12 belsa ovarica | ebertura del infundibule v rapidamente
se intredujo 2l catéter con los cigotos previementz cbtenidos por ICSI Una
vez an el intericr de les primercs 4-5cm de la luz del oviducto, el extremc
del catéter se sujetdé suavemente con los dedos & moedo de anillo
procurande que le adaptacién fuera lo mas perfecta posible. Mediante |z
ayuda de unz Jeringuilla de 1ml conectada &l catéter se impulsd el
contenido de éste a través del oviducto, Finalmente, se retird el catéter v se
comprobd con la ayuda de un estersomicroscopio 2 ausencia de cigotos en
el mismo.

El cuernc uterinc, juntc con el cviducte ¥ ovaric manipulades fuercn
lavados con solucién saling fisiclégice atemperada v reintroducidos en a2
cavidad abdominal.

94



MATERTAL ¥ METODOS |

3.9.4 CIERRE DE LA CAVIDAD ABDOMINAL

La cavided abdominzl se cerrd en 4 plancs. En los tres primeros,
correspondientes 2 la capa muscular, periteneo, fascia de la muscular v &l
tejide subcutanes con la grasa propia, se utilizéd catgut cromico del ndmero
3 y se realizé una suturz continuz con puntos de refusrzo. En cuanto
planc correspondiente a la piel se suturd mediante puntos simples con seda
n° 3y 4,

Perg prevenir posibles infecdones se le administré 2l animal
amoexiciling con efecte retardade (Clamexyl® L.A.) durante 4-5 dias y scbre
la herida s2 extendid una capa de Betadine,

3.9.5 DIAGNOSTICO DE GESTACION

Las hembras intervenidas se mantuviercn bajo las condiciones de
granja convencionzles v & los 21-25 dias de |z transferencia embrionariz se
llewvé & cabo el diagndstico de gestacion  mediante técnicas de
ultrascncgrafia {(Echoscan T-100).

Se considert positiva la gestacién cuande se visualizarcn las vesiculas
embricnarias de un tamafic de 15 a 20mm de diametro. Se cbservarcn
como areas bien definidas, regulares y anecoicas.
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FIGURA 9. Secuencia de la transferencia de embriocnes. &b Aislamiento del campo
quirdrgico, BY Laparotomia ventral, C y DY Localizacion del cuerno utering y
exteriorizacion del owiducto y owvaro, By Localizacion en la bolsa owarica de Ia
abertura del infundibulo e introduccion del cateter con los  cigotos, FY
Reintroduccion de cuemo utering, oviducto y ovario en la cavidad abdominal, &)
Cierre de la cavidad abdominal, fasda muscular y peritoneo, H) Cierre de la piel con
puntos simples.
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3.10 DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo se dividid en cuatro experiencias que se detzllan &
continuacién ¥ se reflejan graficamente en el figura 10,

EXPERIENCIA 1. EEECTQ DEL TIEMPO DE CULTIVO EN MEDIO

IALP SOERE LOS PARAMETROS DE JCSI Y 2DESARROLLO
EMERIONARIQ IN VITRQ

Esta experiencia se disefié para optimizar la secuenciz de utilizacicén
de los medics de fecundacién in vitro v de cultive de embricnes (FIV y CE).
Este efecte se determing sobre |z fecundacicn y el desarrcllc embricnaric,

Les COCs fuercn madurades 0 witro siguiende el protecele rutinaric
de nuestro leboratoric, 44h de MIV en NCSU-37 como se hz explicedo
antericrmente. Postericrmente, los ovocitos fuercn inyectados ¥ cultivados
a diferentes tiempos en medic TALP. Los tiempos de cultive empleados
fuercn Oh {grupc control), 6h ¥ 20h en medic TALP y posterior cultive en
NCSU-23,

La experiencia quedd subdividide en:

Experiepcia 1. 1: Efecto del tiempo de cultive en medio TALP sobre
los pardametros de ICST

La evaluacién de la fecundacién se realizé a las 22h de la inyeccion,
Farte de los cigotes fuercn fijados v tefildos con lacmeold, ¥ en ellos se
valorarcn los siguientes parametros:

- Porcentzje de activacion, porcentaje de degeneracién, porcentaje
pre-2PN, poercentaje de posibles embricnes y porcentaje de ctros,

Estz experiencia se llevd a cabo en 6 replicados v el total de ovocitos
empleado fue de 361,
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Experiepcia 1. 2: Efecto del tiempo de cultive en medio TALF sobre ef
desarrollo embrionario

La evaluacién del desarrcllc embricnario se realizd tras el cultive en
MCSU-22 como hemos explicede en el apartade de cultive embricnaric.
valorandose:

- Porcentaje de divisidn, porcentaje de blastocistos y nimerc de
células por blastocisto,

Esta experiencia se llevé & caebo en 4 replicades v el total ovocitos
empleadoe fue de 258,

EXPERIENCIA 2. LFECTO DL DIFERENTES CAMEBIOS SN L£L SISTEMA
DE _MADURACION IN VITRO SOBRE LA ICSI Y EL DESARROLLO

EMERIONARIO IN VIVQ

Experiepcia 2.1: Estado nuclear de los ovocitos tras 228 de cultivo
en roscovitina

El proposite de esta experiencia fue el de conocer si el cultive de los
ovocitos en medio NCSU-37 sin suplementacién hormonal y sin dbAMPc, y
con S50pM de roscoviting (ROS) durante las primeras 22 h de maduracién
manticnen el estadic nuclear al misme nivel que los ovocitos recién
recogides del ovaric, Como grupe control se emplearon los ovocitos recién
recolectados.  Ademas, se utilizercn otros des grupes: los  ovocitos
cultivades 22h en NCSU-37 con suplementacién hormonal y dbAMPC v los
ovocitos cultivados durante 22h en el mismo NCSU-37 sin suplementacion,
De esta manera, podriamos conocer si el efecte inhibider de la roscoviting
en la progresién nuclear era o no similar al producido por el dbaMPe, que
bloquez stlo ovocitos en estadios o anteriores a Gv-II, ¥ por otra parte
comparar el estadic nuclear de los ovocites inhibidos por la ROS o por el
dbAMPC {grupc ROS ¥ grupc A) ¥ de los oveocites cultivedos en ausencia de
inhibidores {grupc B) con el de los ovecitos recién recogidos {control),

Después del cultive se valord el estadic nuclear {desde Gv-0 hasta
MII} en todos los grupos.
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Esta experiencia se realizé en 4 replicades con 645 ovocitos,

Experiencia 2.2 Efecto de la roscovitina sobre la progresion nuclear
de los ovocitos

Estz experiencia fue reslizadz para wvelorar la reversibilidad del
tratamiente con roscoviting. Para elle los COCs fueron cultivades en dos
grupos, el primerc, dende el procese de MIV fue el empleade normalmente
en nuestrc leboratorioc, ¥y un segunde con premaduracicn de 22h en
roscoviting, El estadic nuclear {desde Gw-0 a MII) se valord mediante |z
tincién con Hoechst 33342,

Esta experiencia se realizé en 3 replicades con 314 ovocitos,

Experiepcia 2.23. Efecto de la roscovitina sobre el contenido en GSH
de los ovocitos

Esta experiencia se realizdé para determinar el efectoc de g
rosccovitineg scbre el contenide intracelular de GSH. Se emplearcn como
grupos experimentales ovocitos recién recogides, ovocitos cultivedos
durante 22h en presencia ¢ susencia de roscovitine {50 pM), ¥ ovocitos
madurades in vitre con © sin un precultive de 22h en rescovitina {50uM). Se
emplearcn un tctal de 960 ovccites en 7 replicedes y el contenide
intracelular de GSH se determind como se describe en la metodologia,

Experiencia 2.4: Efecto de la roscovitina sobre la fecundacion por
ICSL

El cbjetive de esta experiencia fue comparar el efectc de la
premaduracién con ROS vy posterior MIV  schre los parametros  de
fecundacidén por ICS1

Para ello los COCs se recogieron en el mismo diz y se maduraron en
dos grupes; por un ledc, el grupe contrel, en el que los COCs fuercn
madurades segun el protocele normal de MIV, por otro, ovocitos
premadurados en roscoviting durante un pericde de 22h y postericrmente
MIY, al igual que el grupc antericr. Las inyeccicnes fuercn rezlizadas en
dias sucesivos, cumpliéndose el tiempe de MIV de 44h. Los ovocitos recién
inyectados se dispusiercn en medic TALP. A las 22h tras la ICSI, todes los
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cigotes fusren fijados y tefiidos con lacmeid valorandoss los siguientes
parametros:

- Porcentaje de activacion, porcentaje de degeneracion, porcentaje
pre-2PN, porcentaje de 2PN, porcentaje de embricnes y porcentaje de
otros.

La experiencia de ICSI se realizé en 7 replicados con 254 ovocitos
inyectadoes.

Expeoriencia 2.5: Efecto de [fa roscovitina sobre el desarroflo
embrionario in vivo.

Esta experiencia fue reglizada para valcrar in vive la viabilidad de los
cigotos premadurades en roscoviting, y evitar las dificultades que presenta
el cultive de embricnes in vitro en la especie porcina.

Pera ello los COCs se recogiercn en gl mismo diz ¥ s2 maduraron en
dos grupes; por un ledc, el grupe contrel, en el que los COCs fuercn
madurades segun el protocole normal de MIV, por otro, ovocitos
premadurados en roscoviting durante un pericde de 22h y postericrmente
MIv, 2l igual que el grupc antericr. Las inyeccicnes fuercn realizadas en
dias sucesivos, cumpliéndose el tiempo de MIV de 44h. Posteriormente g la
inyeccidn se transfirieren los cigotos a hembras receptoras.

Se realizarcn 20 transferencias {10 hembras para el grupc control y
10 para el grupc de roscoviting) con unz media de 62 ovocitos transferidos
poer hembra.

Experiencia 2.6. Efecto del tiempo de MIV sobre la fecundacién por
ICSI de ovocitos porcinos premadiurados en roscovitina.

Este estudic se llevd a cabo para evaluar el efecto del tiempo de
maduracién schre diferentes parametros de fecundacion mediante I1CSI1.
Fara ellc los COCs fuercn premadurades en roscoviting (50 pM), ¥
postericrmente se maduraron segin el protocele normal durante 28h, 40h y
44h. A continuacién los cigotos se transfirieron @ medio TALP durante un
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pericdc de 20-24h y postericrmente se fijaron y tifieron con Hoechst 33342,
Las variables estudiadas fuercn las siguientes:

- Porcentaje de activacién, porcentaje de degeneracicon, porcentaje
de pre-2PN, porcentaje de 2PN v, porcentaje de ctros.

Esta experienciz se realizé 2n 7 replicedos con un total de 456
cvocitos inyectades.,

Experiencia 2.7: Efecto de la premaduracién con roscovitina sobre
los resultados de ICST en ovocitos porcinos madurados durante 36HA.

Al cbservar en el apartadce antericr que el grupo de 36h presentaba
mayores porcentajes de fecundacién, esta experiencliz se disefié para
determinar si este efectc venia o no dade por lz premaduracién en
recscovitina. El cbjetive de esta experiencia fue comparar el efecte de la
premaduracién con ROS y posterior MIV de 38h scbre los parametros de
fecundacidn por ICS1

Fara ello los COCs se recogizren en &l mismo diz ¥ s maduraren en dos
grupos; por un lade, el grupe contrel, en el que los COCs fuercn madurados
durante 38&h; por ctro, cvecctes premadurados en roscovitinag durante un
pericde de 22-24h vy postericrmente MIV de 36h, &l igual que el grupo
anterior. Las inyecciones fuercn realizedas el mismo dia, cumpliéndose el
tiempe de MIV de 36h. Los ovocitos recién inyectados se dispusizron en
medic TALP. A las 22h tras la ICSI, todos los cigotes fuercn fijados v
tefiidcs con Hoechst 33342, Las variables estudiadas fuercn las siguientes:

- Porcentaje de activacién, porcentaje de degeneracién, porcentaje de
pre-2FN, porecentaje de 2PN y, percentaje de ctros.

Esta experienciz se realizé en 3 replicedos con un total de 192
cvocitos inyectados,
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EXPERIENCIA 3. LFECTO DELL InsP> SOBRE E£L DPESARROLLO
EMERIONARIO N VITRO,

El cbjetive de esta experiencia fue el de intentar mejorar la
activacion ovocitaria, y con ello, el porcentaje final de blastocistos mediante
la inyeccién de InsP; junto con el espermatozeide. Para ello, los COCs se
madurarcn  siguiende el protocele normal de MIV durante 40h, La
micrecinyeccién del InsP: se realizdé siguiendo el misme protocole que
durante Iz ICSI. Le pipeta de micrcinyeccién se llend de medic con InsP; o
con la sclucién del tampén. El llenade de |z pipeta de inyeccidn fue de
aproximadamente la longitud del espermatozoide. Se realizarcn 4 grupos de
inyeccidn:

- Grupc control: ovocitos inyectados dnicamente con espermatozoide
en el medic que normalmente utilizamos para la realizacion de |z
ICSI.

- Grupc InsP:: ovectos inyectados con el espermatozoide
conjuntamente cen el InsPy

-Grupe sham-tampén: ovocitos Inyectados Gnicemente con el
tampon utilizado para diluir el InsP:, de esta manera podrizmos
valorar si la activacién erg debida al InsP; o &l tampén,

-Grupe sham-InsP:: coveocitos inyectados con el InsPs;  sin
espermatczeide. De esta manera se valora la capacidad del InsPs
para activar sin presencia del espermatozoide.,

Lz evaluacitn del desarrclle embricnaric s= evalud tras el cultive en
MCSU-232 como hemos explicede en el apartade de cultive embricnaric.
valorandose:

- Porcentaje de divisién, porcentaje de blastocistos y niimeroe de células
por blastocisto.

Esta experienciz se realizé en 3 replicedos con un total de 215
cvocitos inyectados.
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FIGURA 10, Disefc experimental

MCSU-37,: NCSU-37 suplementado con eCG, hCG y dbAMP-

MCEU-37g: NCEU-37

MCSU-37pog: NCSU-37 suplementado con 50uM roscovitina
MIW: 22 h en NCSU-37, seguidas de 22 h en NCEU-37g

CE: cultivo embriones

Experiencia 1. Efecto del tiempo de cultivo en medio TALP sobre los

parametros de fecundacion y desarrollo embrionario i vitro.

Grupo TALP (Oh) NCEU-23
[ MIV (aah) [1csI Grupo TALP (6h) NCSUZ3
Grupo TALP (20h} NCSU-23

hpi: horas post-inyeccion

22hpi: resultadog
1C51

CE

Experiencia 2. Efecto de la roscovitina sobre la maduracion in wvitro,
fecundacion por ICSI y desarrollo embrionario in vivo.

2.1 Estado nuclear de los ovocitos tras 22h de cultivo en roscovitina

Grupo antes |Recogida

cultivo Dwvocitos

Valoracidn nuclear

Grupo A
Grupo B
Grupo ROS

NCSU-37, (22h)

NCSU-37; (22h)

NCEU-37505 (22H)

2.2 Progresion nuclear de los ovocitos con premaduracion en roscovitina

Grupo ROS-MIV [HCSU-

37pas (220}

Grupo MIV

MIV {44h}

j

Valoracion
nuclear
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2.3 Contenido intracelular de GSH en owvocitos maduros e inmaduros

precultivados con o sin roscovitina

G t R id

rupo antes ecogida 1 Medician GEH
cultivo Dwvocitos _J'
Grupo A MCSU-37, (22h)
Grupo ROS MCSU-37kos (22h) o

Medician

Grupo MIV MDY (44h% GSH
Grupo ROS-MIV MCSU-37pos (2200 + MIV

2.4 y 2.5 Efecto de la roscoviting sobre la fecundacion por ICSL y desarrollo
embrionario i vivo

22 hpi:
Grupo RUS-MIV|NCSU-3TM5 (22h}
MIV (44 h) sl resyltados
Grupo MIV 51
1-2 hpi: TE

TE: Transferencia embrionara
hipi: haras post-inyeccidn

2.6 Efecto del tiempo de MIV sobre la fecundacion por [C5] de ovocitos
pordnos premadurados en roscovitina

NCSU-37p0s (2803 | Grupo MIV {40k} [CsI
Grupo MIV {44h}

22 hpi: Resultados ICS1

2.7 FEfecto de la premaduracion con roscoviting en ovocitos madurad os
durante 356h.

Grupo Ros-mv| NCSU-37 o (28h) 22 hpi:
Grupo MIV MLV (36 ) [CS1 resultados
ICSI
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Experiencia 3. Efecto del InsP; sobre el desarrollo embrionario it viiro.

Control

InsP;

Sham-Tampon

MLV {40h) TALP CE

3.10 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las variables estudizdas (porcentaje de activacién y
degeneracitn ovocitara, porcentaje de ovocitos en estadic anterior a 2PN;
Pre-2FN, porcentzje de ovocditos con 2 prontclecs y embriones, cotros
ovocitos, porcentaje de  divisién embricnaria, porcentaje de blastocistos y
niumerc medio de células por blastocisto) se expressn como medias + error
estandar de la media (SEM).

Fara todo el estudic estzdistico se utilizé el programa SPSS 11,5 para
windows, Se aplicd un  analisis de varianze {ANOWA), con una
transformacion previz de los porcentajes segin el modelo binomial de
parametros. Cuande el ANOWA reveld un efecto significative los valores
fuercn comparados por el Test de Tukey. Se considerarcn diferencias
estadisticemente  significativas  squellas que  slcanzarcn  niveles  de
procbabilidad de p<0.05,

En la primera experiencia se aplicé un ANOVA de una via donde el
efecte fijo fue las horas de cultive en medic TALFP y las variables estudiadas
fuercn: porcentaje de degeneracion, porcentaje de activacién, porcentaje
pre-2FN, porcentaje de 2PN, porcentaje de embricnes y porcentaje de
otros. En Iz segunds experiencia, la variable utilizads fue el estadic nuclear
{desde GW¥-0 & MII) para los dos primercs apartades vy el contenido
intracelular de GSH para el tercero. En relacién g los epartados de ICSI, las
variables analizadas fuercn el porcentaje de degeneracién, porcentaje de
activacién, porcentaje pre-2PN, porcentaje de 2PN, porcentaje  de
embricnes y porcentaje de otros. Los efectes fijos fueron el precultive en
roscoviting v las horas de MIV. Los datos de las transferencias quirirgicas
nc se anzlizarcn, se describiercon. En la tercera experiencia el efecto fijo fue
la inyeccidn del InsP; v las variables anzlizadas: porcentaje de divisidn,
porcentaje de blastocistos y nimere de células por blastocisto,
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RESULTADOS

Los resultados cbtenides en cada una de las experiencias del
presente trabajc se muestran a continuacicn,

4.1 EFECTO DEL TTEMPO DE CULTIVO EN MEDTO TALP SOBRE
LOS PARAMETROS DE ICSI Y DESARROLLO EMBRIONARIO IN
VITRO

4.,1.1 Efecto del tiempo de cultivo en medio TALP sobre los
pardmetros de ICSI

El paso de los ovocitos recién inyectados & medio TALP antes de
introducirles en el medic de cultive de embricnes NCSU-23  resultd
beneficiose pare el rendimientc de la técnice como se explica &
continuacién,

Los resultados del porcentzje de activecion y degeneracion fueron
significativamente diferentes entre los tres grupes, cscilando entre el 85% y
el 18% para activacion y degeneracion, respectivements, Sin embargo, el
percentaje de embricnes fue supericr para el grupe de &h y 20h {9.72+3.92
y 10.68+£3.06) con respecte al grupe de Oh {0%) {p<0.05). Los resultados
se muestran en la tabla 7.
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TaELA 7. Media y SEM para los distintos pardmetros de fecundacion de los ovacitos
inyectados y cultivados durante diferentes periodos de tiempo en medio TALP, en 6

replicados. Evaluacidn a las 22 hpi.

TALF h Deg Act Pre-2PN' 2PN Embrivnes’ Otros’
{ %) (%) (%) (%0) { %) (%)
Dh
N=152 12.50+3.26 01.21+2.98 28.92+501 55424549 ohb 15.66+4.01
&h
N=10% 23.81+418 90.00+£3.38 22.22+4,93 59.72+45.82 59.72+3.92 41 2.33+3,28
20h

M=104 19.08+0.03 83.74+£3.34 26.21+4.3% 56.31+4.91 10.68+3.06 8  6.830+£2.42

P 01076 0.2003 0.6393 n.8528 0.00 % O.1160

* En base al porcentaje de activados
a, b; subindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas

(p<0.05)

4.1.2 Efecto del tiempo de cultive en medio TALP sobre el
desarrolio embrionario

Mo se encontrarcn diferencias significativas para ninguna de las
variables estudiedas. Cabe destacar que les porcentajes de divisidn se
encuentran alrededer de un 60% con uncs porcentajes de blastocistos muy
bajos para ambes grupos. El nimere de blastocistos cbtenidos fue de 3
para contrel, 7 para el grupe de 6h v un solo blastocisto para el grupoe de Oh
en TALP. Los resultados se muestran en la tabla &,
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TABLA 8. Media y SEM para los distintos parametros de desarrollo embrionario tras
la ICSI y cultivo durante diferentes perodos de tiempo en medio TALP, en 4
replicados. Porcentaje division evaluado a las 48 hpi y porcentaje blastocistos a los
7 dias post- inyeccian,

TALP h Divisitdn Blastocistos N céls/blastocisto
(%) (%)

oh

M=31 5455+5.71 4,.76x3.33 50
Gh

M=30 5444+ 5,07 12.07x4 .31 41.71+£83 .32

20h

M=77 558.13+4.91 4.84x2.75 37.66+8 .69

- ———————————————— |

P 0.1791 0.2424 08726

4.2 EFECTO DE LA ROSCOVITINA SOBRE LA MADURACION IN
VITRO, ICST Y DESARROLLO EMBRIONARIO IN VIVO

Los resultados de esta experiencia se dividen en el efecto de la
roscoviting sobre B maduracion, valorados en los ovocitos recién recogidos,
cultivados en medic A, en medic B ¥ en presenciz del inhibidor {ROS)
durante 22 h y después de la MIV con o sin precultive en ROS; el efecto
sohre la ICSI, valorado en los ovocitos fijades tras le inyeccion; y el efecto
sobre el desarrcllc embricnaric in vive mediante las transferencias
embricnarias.

4.2.1 Estado nuclfear de lfos ovocitos tras 22H de cultivo en
rascoviting

Los resultades de esta primera experiencia nos muestran que la
roscovitine en unz concentracion de SO0pM es capsz de inhibir |z
reanudacidn meidtica después de 22h de cultivo, cbteniéndose en el grupo
ROS unos porcentajes mayores de ovocitos en estadic de Gv-1 y unos
porcentajes mencres de Gyw-III que en los grupos & 6 B {tabla 9 v figurs
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11). Los ovocitos antes del cultive (recién recogides) y los tratados con
roscovitina no mostraron diferencias en estos dos estadies nuclearss. El

porecentaje de ovedites que alcanzarcn el estadic de Met 1 fue supericr en el

grupo B que en los tres grupes restantes,

TABLA 9. Estadio nuclear de los owocitos porcinos antes y despues de 22h de

cultivo en MCSU-37 con {grupo A} o sin suplemento hormmonal {grupo B), o con

50pM de roscovitina (grupo ROS).

Estadio
Nuclear Antes cultivo Grupo A Grupo B Grupo ROS +]
(%)

w | = 1= 1 12z ]
GV-0 3.6+2.4a 06+06h 0b 0b <0.001
GV-I 80.9+39a 370+£37 b 31.7+36b 63.2+3%9a «0.001
GV-1I B3ix2Za 370+£37b 252+35b 29.6+3.7b <0.001
GV-III FO0x2.1a 237432Hb 2001+3.1b F2+21a <0.001
GV-IV FO0+21a 0b 3.7+ 15ab 0b <0.001
Metafase I 5.1+ 1.8 ab 1.2+08a 134+27h 0a 0
Anafase I 1] 1] 1.2+x049 1] 0.1z
Telofase I 0.6+0.6 0 24+1.2 0 0.06
Metafase II 1309 06+0.6 24+1.2 1] 0.53

a, by subindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p=0.0%)
A: 22 h de cultivo en NCEU-37 con hCG, eCG, dbaMPC
B: 22 hde cultivo en MCSU-37 sin hCG, eCqG, dbAMPC
ROS: 22h de cultivo en MCEU-37 sin hOG, eCG, dbAMPC v con 50 pM de roscovitina
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FIGURA 11, Efecto del cultivo en NCSU-37 con o sin suplemento hormmonal, o con
S0pM de roscovitina sobre el estadio nuclear a las 22h.
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4.2.2 Progresion nuclear de los ovocitos madurados in vitro
con premaduoracion en roscovitina

Los resultados muestran que después del periede de maduracion de
44h, los ovocites pertenecientes al grupe ROS-MIV reanudan lz meicsis ¥y
alcanzan el estadic de MII en los mismos niveles que el grupo MIV sin
premaduracién con roscoviting, Estos porcentajes osdlan zlrededor del 5%
{tabla 10 y figura 12},
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TABLA 10. Estadio nuclear de los ovocitos porcinos despues de la maduracion in
vitro con (ROS-MIVY o sin {(MIVY un perodo de premaduracian de 22h en 50 pM de

roscovitina,

..................... 1.3 + Dlg

........... 0a 6.5+2.0b

afase I 1.5+1.1 0.6+06
Anafasel 0 a
TelofaseI 0.6+0.6 1.3 +0.9

""""" R7.6+ 2.6 85.6+ 2.8

<0001

0.34

0.53

0.61

a, b; subindires en la misma fila indican diferencias significativas (p=<0.05)
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FIGURA 12. Efecto de la maduracian in vifro con (ROS-MIVY o sin (MIVY un periodo
de premaduracion de 22h en 50 pM de roscovitinag sobre el estadio nuclear de los

owvocitas porcings.
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4,2.3. Efecto de Ia roscovitina sobre ef cantenido en GSH doe

fos ovocitos

Comeo se chserva en la figura 13, el contenide intracelular de G5H
sumentd durante el cultive de los ovocitos. Cuande se cultivaron durante 22
h, el contenide en GSH aumentd desde los 2.2 pmel/ovocito que se habian
detectade en los ovocitos recién recogidos, hasta 10,7 pmolfovocite, v esta
cantidad fus ain mayor cuando el cultive se realizé en presenciz de
roscoviting {15.2 pmolfovocito), Después de la maduracién i vitro, no se
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cbservarcon diferencias independientemente de que se  hubieran
premadurade con roscovitineg durante 22 horas o no, siende 7.0 ¢y 7.5
pmcl/cvecito los valores detectades, respectivamente. Sin embarge, ambes
grupos mostrarcn un mencr contenide en G5H que el grupe cultivade en
presenciz de roscoviting a las 22 horas.

FIGURA 13, Contenido intracelular de G5H en owvocitos porcinos antes del cultivo,
despues de 22 h de cultivo en NCSU-37 con hCG, eCG vy dbAMPC {grupo A); sin
hCG, ecd, dbaMPe y con 50 pM de roscowitina {grupo ROS) ¢ despues de una MRV
convencional {22 h A + 22 h B} con {(ROS-MIV) o sin {grupo MDY precultive en
roscovitina.
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1G5 4

14 A
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a, h, c, d Diferentes superindices representan diferencias  significativas
(p=0.001}
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4.2.4. Efecto de la roscovitina sobre la fecundacion por ICST

Los resultados de esta experiencia muestran que parz los porcentajes
de activacion y degeneracion, no se observan diferencias significativas entre
el grupe control ¥ el grupe de cvecites premadurades en presenda del
inhibidor (ROS). Los porcentajes de activacidn oscilan alrededor de un $0%
¥ los de degenerscién slrededor de un 18% (tabla 11). Para ctras variables
anzlizadas, no se observe efecto  significativo, obteniéndose  unos
porcentajes de 2PN alrededor de un 50%, Se observd un efecto significativo
para la varigble embrichnes ya que el grupc ROS presentd mayores
poercentajes de embricnes que el grupe contrel {22.22% vy 7.14%, p<0.05,
para ROS ¥ control, respectivameante).

El pocrcentaje de la variable otros fue superior para el grupe premaduradc
con roscovitinag (0% vs 7.78% respectivamente) (p<0.05).

TABLA 11, Media y SEM de la media para los distintos parametros ICSI con
premaduracidn o no en roscovitinag y MIV de 44h, en 7 replicados. Evaluacion a las
22 hpi.

Degy Act Pre-2PN* 2PN* Embricnes’ Otros’
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Control
M=11% 21.74+£3.96 045428 34.29+5.7 057141598 F.14+E3.10a8 ]
1
ROS
HN=13% 1655+ 3,16 281.31+3.79 21.11+4.7 48.89+5.30 22.22+4.41hb 7.7+ 2. 84b
3
——————————————————————
i) 2346 08818 o228 0. 3949 000930 001693

* En base al porcentaje de activados
a, b; subindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas
(p=0.05)
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4.2.5 Efecto de la roscavitina sobre el desarroflo embrionario
in vivo

Como muestran los resultados (tabla 12), los embricnes resultantes
de la ICSI fuercn capaces de iniciar gestacicnes cuando fuercn transferidos
a las hembras receptoras. Un 60% ¥y un 80% de las cerdas transferidas
presentarcn un retraso del celo mayor de 23 diss parg el grupo control y
recscovitina, respectivamente. Un 20% de las cerdas moestrarcn un
diagnéstico positive de gestacion con presencia de vesiculas embricnarias

entre los 21-25 dias ¥ un 10% tuviercon un sborto visible para ambos
grupos,

TABLA 12 .Resultados  del desarrollo embrionario i vivo para  owocitos
premadurados o no en RAS y fecundados por ICSI, en 10 replicados.

N [ Retraso celo I Vesiculas positivas [ Abortos visibles
{=23d)
TeontROL | 10 | e | 2z | . |
ROS 10 8 2 1

4.2.6 Efecto del tiempo de MIV sobre fa ICST de ovociios
porcinos premadurados en roscovitina.

En esta experiencia, se puede cbservar que no existen diferencias
significativas en los porcentajes de activecién y degeneracién parz los
distintes grupes de covocites premadurades en roscovitineg ¥y madurados
durante diferantes tiempos y para activacion (83.61% vs 81.68 vs 90.0%) y
degeneracion {19.21% vs 17.61% vs 17.12%) respectivamente {tabla 13).

Sin embargo, se cbhserva un efecto significative para los porcentajes
de Pre-2PN {18.63%; 29.91%; 41.28% p<0.05) ¥ 2PN {73.53%; 61.68%;
55.05 % p<0.05) para 36, 40 v 44h, respectivamente {tabla 13).
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TABLA 13, Media y SEM para diferentes parametros de fecundacion por [CSL con
diferentes horas de MIV y preincubacion en roscowviting, en 7 replicados. Bvaluacion
a las 22 hpi.

Horas MIV Deg Act Pre-2PN' 2PN’ Otros*
(%) (%) { %) (%) ( %a)
26h
N= 151 19214321 B8.61+£3.36 18.63x%.84a  73.53+4.3%a  7.84+£2.67
4a0h
=150 17.61£3.07  BL.E8+£3.30 20.91+4.47 ab  B1.6844.72 ab  B.41+£2.60
a4h
M= 146 17.12+3.12 90.08+2.72 A1,28+40.72 b oo 0578 b 3.E7E1.39
- " —/—/—/—/—/—//¥#¥#¥—————— |
P G887 0152 0.002 0.015 0,312

* En base al porcentaje de adtivados

a, b; subindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas
(p=0.05)

4.2.7 Efecto de fa premaduracion con roscovitina en ovocitos
madurados in vitro durante 36h.

Los resultados de esta experiencia no muestran un efecto significativo
de lz premaduraddn en roscoviting y posterior MIV de 36h para ninguna de
las wvarigbles estudiedas. Los porcentajes de activacidn se encuentran
alrededor del 80% tanto para el grupce contrel comoe para la roscovitina y los
de degenerzcién oscilan alrededor del 10% para embos grupos (tabla 14),

Tempece se chservarcn diferencias significativas para el restc de
variables estudiadas tras |z ICSI. Los percentajes de posibles embricnes se
encuentran alrededor de un 70% para el grupc contrel ¥ el grupo
roscoviting {72.13% vs 70.67%:; tabla 14).
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TABLA 14, Media y SEM para diferentes parametros de ICSI  en owvocitos
tnadurados in witro durante 36h con o sin preincubacion en roscowvitina, en 4
replicados. Evaluacian a las 22 hpi.

35h MIV Deg Act Pre-2PN” 2PN’ Otros
(%) (%) { %) {%o) (%)
Control
M=390 14,14+3.72 FU.22+465 13.11+4.35 F2,13£5.73 14 75x4 .57
ROS
M=102 7.84+2 67 79.79x4.16 226714836 F057x5.29 567290
P 0928 0.145 0.155 0.852 0.125

* En base al porcentaje de activados

4.3 EFECTO DEL Insks SOBRE EL DESARROLLO
EMBRIONARIO IN VITRO.

Como muestra la tebla 15 se encontrarcn diferencias significativas
para lz weriable divisicn, y& que en los grupos inyectados con
espermatczeide independientemente del InsP; los valores fuercn maycores
gue en los grupes sham. Cabe destacar gque los porcentajes de divisicn se
encuentran alrededor de un 0% con uncs porcentajes de blastocistos muy
bzjos para @ambos grupos. Debido al tamafic muestral del nimero de
blastocistos (8 para grupo control, 3 para grupo InsPs ¥ 1 para grupo sham-
InsP3) no podemos inferir en los resultados.
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TABLA 15. Media y SEM para los parametros de desarrollo embrionario i vitro de
los owocitas inyectados con o sin InsP;. Porcentaje division evaluado a las 48 hpi y
porcentaje blastocistos a los 7 dias post- inyeccian.

. n=58 68976122  13.7934.56a 31.2545.35
.~ n=54  59.25+5.67a 5.56+3.14 ab 22,337,838
10,422 4.44 b 0h 0
. n=48 | 20544c 1.82+1.81 b 21
<0.001 0.008 0.610
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DISCUSION

En lz actualidad, existe un censiderable interés por producir grandes
cantidades de ovodtos {mediante técnicas de maduracion in vitro, MIV) y
de embricnes {mediante fecundacién in vitro, FIV) en la especie porcina con
el proposite de avanzar en la investigacién basica y bicmédica. Debido a su
similitud biclégica con el hombre, el cerde ha llegado & ser cada vez mas
importante como potencial donador de drgancs perg xenotrasplantes y
como animal transgénico para producir proteinas especificas. Los intentos
para clonar v preducir cerdos transgénices mediante inyeccidon pronuclear
requieren covocites madures y cigotes, respectivamente. Sin embarge, la
chtencién quirirgica de ovocitos y embricnes @ partir de animales donantes
es costosa econdmicaments, necesitz una gran inversidn de tiempo v la
cantided de material bicldgice obtenida es escasa. Por este motive, la
utilizacién eficaz de ovarios procedentes de matadero para producir ovocitos
madures ¥ embricnes mediante técnicas in vitre es crucial {Abeydeera,
2002).

El cbjetive generzal de este estudic fue, ccmo ya se ha indicadc,
aumentar el rendimiente de la preduccién in vitro de embricnes porcings,
que con la metodologia actualmente utilizada apenzs llege & un 15%. Para
conseguirlo, nuestro primer paso consistic 2n buscar en las fuentes
biblicgraficas les posibles causas de este bajo rendimientoc e intentar
sclventarlas. Entre los factores que afectan al procesc, nos encentramos
basicamente con las complicaciones ascciadas a le maduracicn in vitro de
los ovecites, a la pelispermiz ¥ a las inadecuadas condicicnes de cultive
embricnaric. Mediante |z introduccién de la  técnica de ICSI, el
inconveniente de la polispermia queds solucionado, y& gue un dnico
espermatczoide se introduce en el intericr del oveocitc, Sin embarge, el
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porcentaje de blastocistos que se cbtienen tras el cultive de les cigotos, ya
de por si bajo mediante |z FIV tradicicnal, se ve drasticemente disminuide
después de la ICSI. Las rezones para explicar este fracaso pueden
encontrarse, al menos parcialments, en la propia técnica de ICSI, ¥ en este
caso los problemas inherentes & esta metodologia no pueden ser evitados
en su totalidad (dafics en Il membrana plasmatica del ovocito, disrupcion
del sistema micrctubular por el efecto mecanico de la inyeccidén, etc...). Sin
embargo, si podemos trabajar scbre las causas relacicnadas con el propic
ovocito, con el espermatczoide o con el cigote. En relacion al factor
espermatico, durante la técnica de la ICSI se introeduce el espermatozoide
en el ovocite con la totalidad de sus membranas, a diferenciz de lo que
ccurre durante la fecundacidn fisiclégica, Este factor ya fue estudiado con
antericridad en nuestro laboratoric, utilizando espermatozoides frescos
frentz & congelados tratados bajo diferentes condiciones, cbservandose
diferencias principalmente en cuantc al verraco utilizedo ¥y en cuanto al
métode  de  conservacion empleado. $1 embarge, el porcentaje de
blastccistes saumentd Unicemente para unc de los verrscos utilizades
{Garcia-Rosellé, 20033, Por este motivo, en el presente trabajo decidimos
centrarncs en el ovocite ¥ en el cigoto como cbjetos de estudic, tratando
de aumentar su capacided o competencia de desarrcllc. Para ello,
intentamos en primer lugar optimizar la secuencia de utilizacion de los
medics de fecundacién i witro y de cultive de embriones (FIv v CE) que
emplean la mayoriz de los laboratorics que trabajan en esta especie. En
segundo lugar, intentamos mejorar el sistema de maduracidn in witro del
ovocite mediante la introduccién de inhibideres de la meiosis, como es el
caso de la roscoviting, ¥ valoremos el desarrcllc embricnaric in wyo de los
cigctos obtenides por ICSI bajo estas condicicnes. Dentro de este mismc
apartado, estudiamos el tiempo dptimo de maduracién in wWiro, tomando
tres tiempos de MIV cominmente utilizados {36, 40 y 44h), Por (dltime,
para verificar si el prochlema estaba en la necesidad del cigotc de ser
estimulade en el memente de la ICSI para favorecer las oscdilacicnes de
calcio, se estudiéd el efecto del InsP; sobre el desarrollc embrionario in
vitro.

5.1 EFECTC DEL TIEMPC DE CULTIVO EN MEDIO TALP SCBRE LOS
PARAMETROS DE ICSI Y DESARRCOLLO EMBRIONARIO IN VITRO.

En los dltimos afics, con el auge experimentado por las técnicas de
clenacién, se ha vueltc 2 poner de manifiesto Iz ineficacie de los medios de

126



DISCUsIon |

cultive 7 vitre para el desarrollc de los cigotos de le mayoriz de las
especies de mamiferos, Por este motive, numeresos grupes han trabajado
en la identificacién de los factores presentes en los medios de cultive que
tienen un efecto beneficicso o nocivo scbhre la activacion del gencma
embricnaric, la capacidad de division de los blastémeros, la eclosidon del
blastocisto, etc. Entre otras conclusicnes, juntc zl y& conccide efecto
bifasicc del suero, inhibiendo las primeras divisiones, pero estimulande g
compactacién de la mdrula v la formacion del blastociste (Lim et &/, 1994 ],
se ha chservado que este aditivo, tan cominmente empleade como fuente
proteica, reduce la crictelerancia de les blastccistes y altera los patrones de
expresion de ARNm (Rizos et af., 2002), Por otra parte, cuanto mas se ha
profundizado en el conccimiento de los micrcambientes oviductal vy utering,
en los que los cigotos experimentan sus primeras divisiones in vwivo hasta
que alcanzan el estadic de blastocisto y eclosicnan, mas parece existir un
acuerdo comun en la necesidad del usc de medios secuencizles, en los que
los compenentes van cambiandc al mismoe tiempe que le hacen los
requerimientos del embrién en desarrclle. Por citar un ejemple, se han
disefiade medics de cultive en diferentes especies que suprimen la glucosa
durante el pericdo de pre-compactacién y la afiaden durente el periodo
post-compactacion, basandose en el heche de que la produccién de ATP en
lzs primeras etapas de desarrcllo es muy baja ¥ de gue concentracicnes
altas de glucose en estos estadios pueden resultar téxicas para el embrién
{Jiménez et &f., 2003).

En Iz especie porcing, el medic NCSU-23 (Petters ¥ Reeds, 1991) es
el mas ampliamente utilizado para el cultive de embricnes, En nuestro
estudio, s& empled con todes las modificeciones que se han ido
incorporando sucesivamente segiin se ha ide avanzando en el conccimiento
de las necesidades del embrién. Asi, contizne albimina libre de acidos
grasos perc no suerc, insuline como factor de credmiento, amincacidos
esenciales ¥ nc esenciales, y gluccsa, entre otras sustancias. Para conseguir
mejorar el porcentaje de blastocistos cbtenides in vitre tras el cultive de los
cigotos producidos por ICSI, nos planteamos disefiar un experimento en el
que pudiérameos comprobar si la transferencia directa de los cigotos & este
medic de cultive, que ha sido empleada por diversos investigadores (Kim et
af., 1998, Keolbe y Holtz., 1999; Lai et af., 2001; Lee ef af., 1998, 2003),
podriz ser una de las causas del bajo rendimiente final chtenide. Segin
nuestra hipétesis, el hecho de que la técnica de ICSI suprima pases de la
fecundacién  relatives al reconocimiento entre los gametos, la unidn
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espermatcezoide-zona pelicida, la induccién de la reaccién scrosémica o la
fusicn con el oolema, no significa que un cigote recién inyectado se
encuentre ya en estadic pronuclear o que sus reguerimientos de cultive
equivalgan a los de un embrién en estadic de dos células. Por ello,
deddimos comparar el efecto de las horas de cultive en medic TALP, antes
de la transferencia 2 medic NC5U-23, scbre los resultados de desarrclic
embricnaric. En 2l medioc TALP s& produce la formacién pronuclear en los
sistemas de fecundacicn tradicional {Coy et a/., 2002, Matas et al., 2003) y
tras un pericde de tiempc varable entre & y 20 horas, los cigetcs se
transfieren a medic NCSU. Sin embarge, en nuestra revision de la
biblicgrafia no encontramos referencias que estudiaran lz secuencia idénes
de tiempo de cultive entre el medic TALP ¥ el NCSU de los ovocitos porcinos
rzcién inyectados, aunque existen datos gue indicen que lg formacion
pronuclear tiene lugar durante las seis primeras horas tras la inyeccion del
espermatczoide (Lee et af., 2002).

Seglin nuestra hipétesis, puesto que durante las seis primeras horas
tras lz inyeccidn espermatica tiene lugar la formacién pronuclear, la
presenciz de los cigotos en este medic de FIV rico en calcic, lactato v
piruvato, podriz favorecer este evento y por lo tanto el desarrcllo
embricnaric  posterior.  Ademas, también podria  resultar  beneficicso
mantensr a los cigotos en este medio durante un pericdo mas largo (20h),
dandc tiempc & gque se produzcan las primeras divisiones embricnarias
como ccurre en el oviducto, antes de transferirlos al medio NCSU-23,

Los resultados obtenidos confirmaron parcialmente nuestra hipdtesis,
ya que aquellos cigotes que estuvieron durante & ¢ 20 horas en medic TALP
alcanzarcn el estadic de dos células mas répidamente que los gque se
transfiriercn directamente a2 medic NC5U-23. El heche de que a las 22
horas postinyeccion ya comenzaran a chservarse las primeras divisiones en
los cigotos que habian side cultivados en TALP nes indica que posiblemente
lz vigbilided de estos embricnes sea mayor, 2 pesar de gque en los
porcentajes de  blastocistos, valorados a los 7 dias, las diferencias
encontradas no resultaran significatives. Comc hz side previamente
demostrade, el momentc en el que ocurre la primerz divisidn es un
impertante indicader de la capacidad de desarrclle ultericr {Lonergan et af.,
1999). Una explicacion alternativa seria la que se ha postulado en relacién z
que el desarrolle perimplantacionzl de los embricnes macho es mas rapido
que el de los embriones hembra cuando e glucoss estd presente en el
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medic {Larscn et &f. 2001}, como es nuestre caso. Sin embargo, bajo las
condicicnes de nuestro estudio, esta posibilidad no explicaria las diferencias
encontradas, ya gue la concentracion de glucosa en el TALP v en el NCSU-
23 fue la misma.

En cuanto al resto de los parametros evaluados, en los que no se
cbhservaron diferencias entre los tres grupos experimentales empleades, nos
resultan dtiles para valorar lz beondsd de nuestra metodologia, Asi, g
activacion cvocitaria, que fue superior al 83% en todos los casos, se sitla
en valcres comparables a los chtenides per Katayama et all (2002} cuande
cultivaren los ovocitos recién inyectados en un medio de FIv {(TCM199) o
por Lee et al. {2003), cuando emplearen el NCSU-23, Del mismo modo,
nuestros resultados de formacion pronuclear & las 22 h o de division a las
48h post-inyeccién, son similares & los obtenidos por otros autores (Lai et
af., 2001; Kim et af., 1998; Prcbst ¥ Rath, 2003).

En resumen, los resultados de este primer experimentc confirmarcn
nuestra hipétesis de que es beneficicso cultivar los ovocitos inyectades en
medic de FIV antes de pasarlcs a un medic de cultive de embricnes,
aunque no se encontrarcn diferencigs entre el empleo de & & 20 horas.
Pensamocs que lz mayor presencia del calcio necesario para la formacion de
los proniclecs en el medic TALP puede ser una de lzs razones de estos
resultados. Otros estudios tambign obtienen mejores porcentajes de
blastocistos vy nimero de células por blastocisto con piruvate v lactato
durante los dos primercs dias de cultive embrionaric en medic PZM y
MNCSU3Y (Kikuchi et af, 2002; Yoshicka et af, 2002). De este modo, el
mayor porcentaje de embricnes de dos células obtenidos con el grupo TALP
también puede deberse & |z presencia en este medic (& pesar de no ser un
medic exclusive de cultive embrionaric) de piruvate vy lactato.

Sin embargo, debide a que los porcentajes de blastocistes que
cbtuvimos no superarcn los valores del 15% reportados por otros autores,
decidimoes continuar nuestro trabajo investigando en la lines de la segunds
hipdtesis plenteada. Esta segunda hipdtesis fue disefizda para introducir
cambios en el sistema de maduracién i vitro, ¥ de esta manerz intentar
incrementar |z maduracion citoplasmatica, por una parte mediante el use de
inhibidores meidtices, y por ctra mediante cambios en |z duracién de MIv,
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5.2 EFECTO DE LA ROSCOVITINA SOBRE LA MADURACION IN VITRO,
ICSI Y DESARRCLLO EMBRIONARIOC IN VIVO.

Diverses autores que han empleade |z técnice de ICSI en la especie
percing han sugeride que le inedecuada maduracién citcplasmatica del
cvocite puede ser la causa del bajo desarrclle embricnaric postericr {Kclbe
¥ Hclth, 1999; Prcbst y Rath, 2003). Para sclventar estcs problemas
aspciados a la maduracion i vitro y mas concretamente a la maduracién
citcplasmatica, se han estade empleande  diversos inhibidores que
mantienen al ovocite en estadic de GY. De esta manera se intenta
mimetizar las condiciones internas del folicule in wyo y se pretende
incrementar el pericde de maduracidén citoplasmatica, Le roscovitinag {Meijer
et ai., 1997) es un potente inhibidor de factor promotor de la maduracién
{MPF) ¥ se ha vistc que puede inhibir un mencr nimerc de kinasas gque Iz
&-DAMP perc con ung mayor especificidad poer su competencia con el sitic
de unién al ATP de |z cdc?. Ademas, &5 unc de los inhibidores que menos
efectos perjudiciales han mostrado hasta el momento, y existen referencias
de un posible efecto beneficicse del precultive en presencia de este
inhibidor {Coy et af., 2003; Marchal et ai., 2001; Mermilled et af., 2000},
Sin embargo, los resultados deben interpretarse con precaucion debide &
gque se ha demostrado que la roscoviting inhibe en parte la sintesis de ARN
{Ljungman y Paulsen, 2001), no previene lz mayoria de las modificaciones
en los patrones de fosforilacién de proteinas observados durante |z
maduracién, {(Vignerocn et af., 2004z) vy algunas rutss implicadas en Iz
regulacicn  de  la madurscién de  oveocitos  bovinos  parecen ser
independientzs de la actividad del MPF y de la reanudacidén de la meiosis
{Vignercn et af., 2004h).

Como primer pasc de esta segunda experiencia, estudiamos el efecto
inhibidor de |z roscoviting sobre el estadic nuclear de los ovocitos a las 22
horas del cultive v scbre los ovocitos después de la maduracion in vitro, A
continuacién, estudiamos su efecto scbre la maduracion citoplasmatica,
valorando el contenido intracelular de GSH y la formacion del prontcleo
masculinc tras Iz ICS1. Finalmente, los cigotos inyectados se transfiriercn
directamente al cviducte de cerdas receptoras cen el fin de permitir su
desarrcllc en condicicnes in vy, dados los resultades chtenides en la
experiencia anterior con el cultive in vitro,
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En nuestrc estudic, una concentracicn de S50pM durante 22h de
cultive fue suficiente para inhibir la rotura de l2 vesicula germinal en
pocrecentajes supericres al 90%, siendo los resultades para GV-1 y GV-III
similares en los ovocitos recién recogidos v en aquellos cultivados con
roscovitina. Por el contraric, al emplear el medic de MIV sin roscoviting, los
ovocitos comenzarcn espontaneamente a2 reanudar la meiosis. Ademas,
cuando empleamos el medic NCSU37 sin dbAMPc, |z progresicn hasts
estadios avanzados de G-IV fue mas rapida debide a |z ausencia de efecto
de este ctrc inhibider {Funahashi et af., 1997a). De esta manera, se
demuestra que kB progresién de los ovocitos porcinos hasta Gw-IIT en
presencia de S0pM de roscoviting se encuentrz diferentemente inhibida que
en presencia del dbAMPC o en ausencia de inhibidores, yva que los ovocitos
cultivedes con roscoviting permanscen en estadios nucleares similares a los
de los ovecites recién obtenides por seccicn del folicule,

El efecte de la roscoviting como inhibider de |z reanudacién de s
meicsis ha side previamente demcstrade en cerdes. Ju et a. en 2003
encentrarcn  que concentracicnes de  roscevitina de  80-120pM  eran
necesarias para inhibir Iz rotura de la vesicula germinal en gl $3-91% de los
casos. Sin embargo, en este trabajo se valord el estadio nuclear de los
cvocites a las 44h del comienzo del cultive en roscoviting, ¥ posiblemente
pensamos que la actividad del inhibidor podria haber disminuide en el
medic debide al largo pericde de tiempe del cultive. De hecho, |
roscoviting tiene un pericdo de vida en sangre de aproximadamente 24h
{Meijer v Raymond, 20032). Igualmente, Mc. Clue et af. (2002) cbservarcn
gue la roscoviting presentz un efectc maximo ebtre las 8 ¥ 24 horas de
cultive,

El efecto reversible de |z roscoviting en el ndclec se corrcbora en
nuestro estudio ohservande los elevados porcentajes de ovocitos en estadio
de MII alcanzados después de 22h de cultive en presencia de roscoviting y
postericr cultive de 44h  en el sistema tradicional de MIV. Resultados
similares fuercn cbtenidocs por Mermilled et af. (2000 en wacas, que
demostrarcn que utilizandc  roscoviting a concentracicnes de 25uM se
bloquezbz eficientements la resnudacién de la meiosis durante 24h de
cultive, Este efecte inhibider fue completamente reversible ya que el 89%
de los ovocites traetades con ROS y cultivades postericrmente en ausencia
de inhibidor durante las siguizntes 24h alcanzarcn el estadio de MII,
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Aunque la reversibilidad del efecto de la ROS se ha demostradoe en
nuestro estudic mediante la cbtencién de gran porcentaje de ovocitos en
MII, noc podemos deducir con estos datos siorealmente la maduracion
citoplasmatica se ha  incrementado o no. Esta bien decumentade que no
existe siempre correlacién directa entre la maduracién nuclear y e
citoplasmatica (Coy et af., 1999). La regnudacion de la meiosis tras el
cultive en zusencia de roscoviting, presumiblements reinicia la activacion
del MPF, perc nc &5 un prerrequisitc que nos asegure una correcta
maduracién citoplasmatica. En cambic, el contenide de GSH intracelular y Iz
capacidad del ovccite para descondensar la cabeza del espermatczeide y
formar el prontdes masculine (PNM), son parametros  cominmente
aceptados para valorar la maduracién citoplasmatica en ovocitos porcinos
{Coy et al., 1999; Funzhashi et a/., 1995; Sawai et af., 1997).

El GSH depende de |z cantidad de cisteina dispenible para el ovocito
{Meister y Tate, 1978}, Esta cisteina se afizde como sustrato parza la sintesis
de GSH de forma rutinariza en los medics de maduracién de ovocitos
porcings (Yoshida et af., 1993). Las concentracicnes utilizadas comiinmente
son de 0.57mM, y ests es la concentracién utilizade en nuestro medio de
maduracién NCSU-37, En nuestre estudio, las concentraciones de GSH en
los ovocitos recign recogidos del ovaric fusrcn mas bajas gque en los
ovocitos cultivades durante 22 ¢ 44h en los medios de MIV, ¥ los valores
chtenidos en este dltimo case fuercn similares & los chtenidos por Brad et
af., (2003). Estc nos indica que nuestro sistema de MIV fue efectivc en la
sintesis de GSH por parte del ovocito,

A diferencia de lo cbtenido por Yoshida et af., {1993) el contenido en
GSH de nuestros cvocites fue supericr a las 22h de cultive que a las 44h.
Estos autocres cbservarcn un incrementc centinue de GSH durante el
procese de maduracidn, Pensamos que estas diferencias con respecto 2
nuestro sistema pueden ser debidas al medic de MIV utilizado; mientras
gue en nuestre estudic utilizamos el NCSU-37, Yoshida et af., utilizan el
medic TCM199, un medio rico en precuseres de GSH {cisteina, cisting, acido
glutamico, glutamina ¥ glicing) e incluse GSH. El NCSU-37 Unicamente se
suplementa con dsteina y glutamina, y se ha demostrade que |z cisteing es
autc-oxidada a cistina durante la primera hora de maduracion {de Matos y
Furnus, 20007, por lo que no puede incorporarse tan facilmente como la
cisteina (Yoshida y Takahashi, 1998).

132



DISCUsIon |

Por otra parte, se ha estudiade que Iz sintesis de GSH durante fases
tempranas ¥ medias de la maduracién de los ovocitos porcines se lleva a
cabo parz que el ovocite adquiera la habilidad pare descondensar el niicleo
espermatico (Yoshida, 1993) v la sintesis de GSH durante fases iniciales de
maduracién en hamster es responssble de los elevados niveles obtenidos en
cvocitos madurcs (Perreault et a/., 1988). De estas cbservaciones podemos
dedudir que existe una elevads sintesis de GSH durante las primeras etapas
de la maduracién y estariz en acuerdc con nuestros resultados donde
chservames un pice de G5H después de las 22h del cultive.

Los resultzdos cbtenidos en esta experiencia parecen indicar un
efecto del precultive en presencia de roscoviting scbre el contenido en GSH.
Los ovocitos precultivados en presenciz del inhibidor durante 22h muestran
niveles mas elevados de GSH gue los cultivados con dbaMPc durante el
mismc pericde de tiempeo, Esta sez posiblemente la primera referencia que
relacicne el centenido intracelular de GSH en los ovecitos con la utilizacion
de un inhibidor como |z roscovitina, Una explicacién a estas diferencias
podria encontrarse en la cooperacion metabolica en el interior del complejo
cumuius-ovocito, La captacién de cisteina se ve interrumpida durante Iz
pérdida de contacto entre el ovocito v las células del cumuius, es decir,
durante la pérdida de lgs unicnes tipo gap en el proceso de maduracién
{Yoshida y Takahashi, 1998), por lo que la sintesis de GSH cesa debide &
esta falte de contacte celular {de Matcs et af., 1998). Durante la
premaduracién en roscoviting, no se observa expansion de las células del
cumuius, a diferencia de los ovocitos tratades coen dbAMPC {(Marchal et af.,
2001; Coy et af.,, 2004; Schoevers et &., 2004). Este mayor tiempo de
contacte entre las células del cumwivs vy el ovocite durente |a
premaduracién en presencia de roscovitina pedria explicarncs el mayor nivel
de G5H cbtenide en estes ovocitos.

En cuanto & los resultados evaluades tras le fecundacién mediante
ICSI, la formacién pronuclear no se vie afectads por la premaduracidn en
presencia de roscoviting al igusl que el resto de parametros valorados.
Estocs resultados eran de esperar debide 2 los niveles similares de GSH
chtenidos en los distintos grupeos tras la MIV, Ademas, esta amplizmente
estudiade que la formacicn del PNM esta muy relacicnada con el contenido
intracelular de G5H (Yoshida et af., 1992; Funzhashi et af, 1995). Los
porcentajes de activacién y de posibles embriones fuercn semejantes a los
cbtenidos por otros autores sin el uso de la rescoviting (Kim et af., 1998;
Lee et &f., 2003). Mo se ha encentrade ningunz referencia en cerdes del usc
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de cvocitcs premadurades en presencia de roscoviting y postericrmente
fecundados por ICSI. Unicamente, recientemente en la especie equina se ha
realizade un trabajo de IC5I con cwecites premaduradcs en roscevitinag
{Franz et af, 2003). Estos autores demuestran gue la roscoviting es capaz
de aumentar lz capacidad de desarrcllc cuando se dtilizan ovocitos con
cumuius compacto, obteniendoe mayores porcentajes de division que sin el
use de la misma. En nuestro trazbajo, también se demostrd que g
roscoviting afectabs & la velocidad de divisidn de los dgetos, velorads a las
22 hpi, ya que el grupc de cvocites madurados tras el precultive en
roscoviting presentt mayores porcentajes de embricnes de dos células que
el grupc contrel. Al igual que en lz experiencia antericr, estos resultados
también confirmarcn parcizlmente nuestra hipétesis de partida, ya gue,
como hemos mencicnade, el momento en 2l que courre la primera divisicn
es un impcrtante indicader de la capacidad de desarrcllc ultericr del
embrién {Lonergan et al,, 1999), Sin embarge, en la especie bovina, este
efectc de la roscoviting no ha podide ser demcstrade {Mermilled et af.,
20000

Fara corrcborar la posible mayor viabilided de los embricnes
cbtenidos a partir de ovocitos precultivadces con roscoviting antes de la
maduracién, decidimos ubicarlos en el medic mas fisiclégice posible,
transfiriéndelos al oviducto de cerdas receptoras tras Iz microinyeccion, Los
resultades derivades de esta experiencia in vivo muestran que los
embricnes resultantes de lg fecundacién por ICSI vy premadurados en
presencia de ROS son capaces de iniciar gestacicnes cuando se transfieren
g les hembras receptores, perc no son capaces de llegar & térming, Los
mismcs resultados se observarcn pare el grupo control. Sitenemocs en
cuenta los estudics realizades en porcine mediante MIV-ICSI v transferencia
de embricnes {Kclbe y Heltz, 2000; Lai et af., 2001; Martin, 2000; Nakai et
al., 2003; Procbst y Rath, 2003), el nimere de lechones cbtenidos es muy
bajo. Unicamente un grupe de investigacién ha legrado 3 lechenes mediante
la utilizacién de ovocitos madurados in vitro (Nakal et &, 2003}, v parece
que el porcentaje de éxito auments mediante el use de ovocitos madurados
in vive (Procbst v Rath, 2003) con 6 a 7 lechenes por camada.

For lo tante, pese al pesible efecte beneficicse de la roscovitinag
schre las primeras etapas de desarrcllc embricnaric, los cigotes preducides
por ICSI dificilmente s desarrcllan a términe incluso en las mejores
condiciones de cultive (en el interior del oviducto porcing).
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Cen el emplec de |z FIV tradicicnzl, se sebe que sélo de un 20 8 30%
de los embricnes transferides scbreviven a pesar de las mejoras de las
técnicas de produccion de embricnes porcinos {Abeydeera, 2002) y
unicamente zlrededor de 6 lechones se obtienen por hembra transferida
{Abeydeerz et &., 1998). Con el fin de demcstrar que la roscoviting no era
nociva para el desarrollc embricnario ¥ se podia obtener descendencia vive
a partir de ovocitos precultivades con este inhibidor, realizames un estudic
paralelc en nuestre laberatoric, nc incluide en esta Tesis, mediante FIV
tradicicnal. En él cbhtuvimos 10 y 12 lechenes, respectivamente, de dos
cerdas que quedarcn gestantes tras la transferencia de cigetos, tantc en el
grupo control como en el grupe en el que se empled la roscoviting, siendo el
primer casc en el que se ha cobtenido descendencia viva en la especie
porcing 2 partir de oveocites madurades in witro en presencia de este
inhibidor {Coy et af., 2004, 2005,

A nivel practice, de las observaciones antericres podemcs deducir
que se pueden emplear ovocites premadurades en roscoviting cbteniendo
resultades similares a los observades sin el emplec de este inhibidor. La
viabilided de cultivear ovocitos porcings bajo condiciones de  inhibicién
meidtice con el uso de roscoviting, sin disminuir la capacidad de desarrollo,
permite flexibilidad para ajustar el proteccle de trabajo en experimentos
complejos. De este manera, seriz de gran utilidad en aquellos laboratorios
dende nc se dispenga de un mataderc cercanc para la reccgida de los
cvaros, o en aquellos cases donde nos interese estudiar a nivel molecular
los acontecimientos que ccurren durante el estadic de la Gv, periodo como
hemos comentade en el apartado de la revision biblicgrafice, de gran
impcrtancia en el desarrcllc ovocitaric,

Utilizando esta estrategiz {mantener a los ovocitos reccogidos de
mataderc en presencia de roscovitine durante unas horas, para ajustar
nuestro protecele de trabaje), decidimes estudiar el efecte de las horas de
maduracién in wiro sobre el rendimiznto de la 1CSI1. Se sabe que la edad de
los ovocitos s un factor critico, y ovocitos demasiado viejos presentan su
capacidad de desarrcllo limitada, Ademas, se sabe que en estos ovocitos
vigjos existe poca cantidad de MPF implicedo en la fosforilacién de una
proteing p220 gue se une a la tubuling y afecta a |z formacién de los
micrctibulos. De esta manera, los ovocitos viejos presentan mayor grado
de fragmentacidén que el resto de ovocitos (Kikuchi, 2000%. Creimos
cportunc el realizar esta experiencia ya que no existen referencias en la
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especie porcina que comparen el efecto del tiempe de MIV en los resultades
de fecundacién por 1CST,

utilizames tres tiempes de maduracion que se han estado empleando
en la MIV porcing; 36h {(Yoshida et af., 1993; Ka et af., 1997), 40h {Galeati
et af., 1991; Liu et al., 1997) y 44h {Galeati et al., 1991; Coy et al., 2003).
El precultive en roscoviting, como hemos indicado, nos permitié ajustar el
horario de inyeccién, Ya habiamos demostrade en la experizncia anterior
que los cvocites premadurades en roscoviting y scmetides a 44h de MIV
alcanzabzan el estadic de 2 células tras la fecundzcién antes que los ovocitos
control. En esta ccasidn, pretendiamoes averiguar, tras el precultive en
roscoviting, si el tiempe de MIV podria acortarse para mejorar el desarrcllo
embricnaric post-1CSIL

Los resultados confirmaron estz hipdtesis, ya que al reducir el tiempo
de maduracién, el porcentaje de cigotos con des prondclecs que obtuvimos
aumentd significativamente. En los cvocitos madurados durante 40 & 44
horas, el desarrolle fue mas lento, y la formacién del promiclec masculine
tras la ICSI se vio retrasada con respecto a los ovocitos madurados 326h. En
la bibliografia consultada, este estudio no ha sido reslizado, v los tiempos
de MIV para la ICSI han variade de 42 a 50h (Kim et &/, 1998; Lai et af,,
2001; Lee et &f., 2003). Mc cbstante, los porcentajes de cigotos viables en
todes los estudics nc han glcanzade les niveles que presentamoes en este
trabajo (¥3.5% ). Pensamos que gran parte de estas diferencias son debidas
al uso de diferentes tratamientos exdgenos pare activar a los ovocitos, asi
como la calidad de los ovocites empleados vy al sistemz de MIY. El materizl
que utilizames de partida en nuestro estudio proviene de hembras hibridas
comerciales de §5-95kg de peso {(§-9 meses de edad) muy proximas a la
pubertad. Ademas, =l mataderc se encuentra a una hora de nuestro
lzborateric de manera que los ovarics llegan en buenas condicicnes. La
seccién de los foliculos se realiza mediante bisturi. Se sabe que el método
de recogida de los ovocitos afecta al desarrcllc posterior. Lin ¥y Moor en
1997 obtuvieron mayores porcentajes de madurscion nuclear v divisiones
en ovodtos procedentes de folicules diseccionados con bisturi frente 2 los
ovocitos cbtenides mediante aspiracion del felicule, En nuestro estudio,
unicamentz se secdonan con el bisturi los mejores foliculos de manera que
en este nivel ya estamos seleccicnandce gran parte de les cvocites. Una
segunda seleccién mas exhaustive se realize bajo el estereomicroscopio,
donde Unicemente se recogen los ovocitos con citoplasma granular y
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homeogénes rodeados por varias capas de células de cumius, Este factor
también =5 de gran importanciz en los sistemas de produccién de
embricnes porcines {Coy ¥y Romar, 2002).

Otro facter crucial, como hemos comprobado, puede ser la edad de
los ovocitos empleados. Los ovocitos mas viejos tienen menor capacidad de
ser fecundados que los ovocitos jovenes, debide a |z menor cantidad de
quinasa Hl {(Stumpf et af., 1994) ¥ a la mencr cantidad de lz forma
activada del MPF {Kikuchi et &/, 2000). Funahashi et al. en 1997
demcstrarcn que alrededcer del 47% de los cvocites alcanzaban la MII a las
36 horas de MIV por lo gue la gran mayoria de los ovocitos eran viejos g la
hora de la fecundacién in vitro,

Por ctra parte, existen referencias en la especie bovinag {Marchal et
al., 2001; Mermilled et ai,, 2000) que demuestran que después del cultivo
en roscoviting, el tiempo necesaric para alcanzar la MII se acorta, aunque
este heche ne se ha demestrade en la especie porcina.  Fara verificar que
las diferencias cbservadas en nuestro estudic no tenian relacion con el
precultivc con roscoviting, disefiamos un experimente adicicnal en el que
los ovocites fueron madurados durante 36h con o sin premadurscién en
presencia del inhibidor,

Como muestran les resultades, no se chservarcn  diferencias
significativas para ningunz de las wvariables analizadas y de nuevo el
porcentaje de posibles cigotos viables alcanzd el 70%. Esto nos indica, que
si bien cuando el pericde de MIV es de 44h se afecta el desarrcllo
embricnaric tempranc por el use previc © no de un inhibider como la
roscoviting, en el caso de pericdos de maduracién mas cortos, como 36h,
esto no occurre, situandose los valores de cigotos con 2PN, en niveles muy
elevades, supericres a los chtenides por la mayoria de los grupos tras la
ICSI porcina.

Tras analizar estos resultades, nos gquedaba por investigar la
posibilidad de que los falles en el desarrcllc embricnaric post-1CS]
estuvieran relacicnades con una inadecuada activecion durante el proceso
de microcinyeccién, como han sugerido ctros equipos de investigacion (Lai et
af., 2001; Lee et af., 2003; Nakai et af., 2003; Prohst et af., 2003).
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5.3 EFECTO DEL InsP: SOBRE EL DESARRCLLC EMBRIONARIO IN
VITRO.

Con los resultades de ICSI cbtenidos & Io large de las experiencias
antericras, podemos afirmar que no es necesaria la activacion del ovocito
tras Iz inyeccion del espermatczoide, ya gue los valores cbtenidos son
similares o incluse supericres & otres autores que utilizan pulsos eléctricos,
tratamientc de los ovocditos con ienéfore de calcio, inyeccidn de celcic o
etancl. Simplemente con el estimule del espermatozeide es suficiente para
activar al ovocitc ¥ que se inicie el desarrcllc embricnaric. Sin embargo, &l
ser tan bajo el ndmere de embricnes que alcanzan el estadic de blastocisto
{aunque nc infericr al restc de autcres), nos planteames la pesibilidad de
que la activacién producida no fuese la adecuada v que por ello, el ovocito
fuera incapaz de desencadenar tocdas las etapas postericres gque conducen
finalmente a la formacicén del blastocisto.

Entre los mensajercs que participan en la activacién ovocitaria se
encuentra el inocsitel 1, 4, 5-trifosfate (InsP;, Wu et af, 2001} El
mecanismo de accion de esta moléculz consiste en inducir un incrementc en
la concentracién de calcic intracelular al liberarse este ion de su reservorio:
el reticule endoplasmico. Aungue el mecanismo por el cual |z fusicn
espermatczeide-cvecite prevoca las diferentes cscilaciones de calcic en el
ovocito no esta dilucidedo, si se ha pueste en evidencia la activacion de la
via del fosfoinositol, que conduce & lg activecién de unz isoforma de la
fosfolipasa C, la cual media en Iz hidrdlisis del PIP: produciendo DAG e
InsP:, y éste finglmente induce lg liberacién de calcio del reticulo
endoplasmice. Miyvazaky et al. en 1993, demostraron la funcicnalidad del
InsP: durante el procese de fecundacién, Estos autores  inyectarcn
anticuerpos inhibidores de los receptores de InsPs ¥ chservaron un bloequeco
en la liberacién del calcio,

En principic pensamos que |z liberacion de celcio provocads como
consecuencia de la inyeccion del espermatozoide ne era similar, en el ritmo
¥ en la intensidad, & B que se produce como consecusncia de la fusion del
espermatczeide a las envcliuras del ovocite, ya que aunque hubiera
activacion, el desarrollc embricnaric posterior era deficiente, aungque similar
al de ctros autores. Por ello, decidimos continuar con nuestra tercera
hipdtesis, intentando mejorar la activacién ovocitaria mediante la inyeccién
del espermatozeoide  junte  con  InsPs, meoléculz  intracelular  que
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fisiclégicamente media en el proceso necesaric para la liberacién de calcic,
In vitro, Amanc et af, {2004 utilizaron esta molécula como activador
partencgenético en la especie porcina. Demostrarcn que la inyeccion de
InsP; en el ovocite promueve la activecion, la divisién en incluso el
desarrollc embricnaric hasta blastocisto y que esta capacidad podria estar
relacicnada positivamente con el incremente de Ca*? inducido per el InsPs.

Los resultados que obtuvimos, wvalorados como  proporcidn de
blastccistes, ne mostrarcn, en contra de lo esperado, ninguna mejoria tras
la inyeccion del InsPs: junto con los espermatczoides con respecto a los
cbservados para el grupoe control {espermatozoides inyectados sin InsP3).
Hastz el moemente ne hemos encontrade en la bibliegrafia investigadores
gue utilicen 2l InsPs juntc con el espermatoczeide para intentar optimizar el
rendimigntc de lz ICSI en la especie porcing. Sin embargo, en el ratén,
Kurckawz y Fissore (2003) han demostrado que |z fecundzacidn mediante
ICSI medifica el inicic de las osdlacienes de calcic ¥ provocca una mencr
persistencia y duracicn de estas oscilacienes que la FIV tradicional,
relacicnandc este hecho con la mencr capacidad de desarrcllc embricnaric
de los cigotos producides por ICSI0 Los resultados obtenidos podrian ser
explicades, como han propuestc Banrezes et &, {2004), porque no hemos
imitade &decuadamente la dingdmica del calcic en el ovocite tras la
fecundzcién, que consiste en una serie de funcicnes de activacién e
inhibicién secuenciales. Estos autores consiguieron descendencia viva en
ratones (67%) después de someter a los ovecitos fecundados a 24 pulses
eléctricos cada & minutos durante tres horas, gque se correspondiercn con
24 oscilaciones de celcic causadas por la liberacién de calcio intracelular,
fJuiza en nusstro caso, si se hubiera introducide el InsPs; en el ovocito o en
el medic de cultive secuencialmente, habriamos cbservado alguna mejora.
No cbstante no podemos interpretar categéricamente estos resultados,
debide al escase nimerc de blastocistos chtenides en esta experiencia. Lai
et al. en 2001 cbtienen uncs porcentajes de blastocistos del 30%, perc en
este caso se emplearon ovocitos activedos artificialmente mediante pulsos
eléctricos, y cuando se elimind estd activacién, lo cusl podriz  ser
comparable a nuestro grupe control, el porcentaje de blastocistos disminuyd
hasta el 4.6%, alge similar 2 lo cbtenide en nuestra experiencia.

El porcentaje de divisién tambign presentd rangos similares cuando
los espermatozeides se inyectaron en el ovocite, independientemente de |z
presencia o susencia de InsP;. Sin embarge, cuande inyectamos la solucién
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tampén en el ovocitc o el InsP; sin espermatozoides, si encontramos
diferencias, lo que demuestra la activacién del ovocito como consecuencia
del InsP;. En tcdos los casc estos porcentajes scn infericres a los que
chtiznen Amanc ef af. {2004) cuande utilizan altas concentracicnes de InsP;
{(78.1%). L& diferenciz podriz estribar en la concentracién de InsPs; ya que
nosotros siempre trabajamos con una concentracién mencr de 500uM. En
cualquier casc, en nuestro experimento, el efecte del espermatcezoide scbre
la divisidn fue superior al provocado por el InsPs. Por tanto estos resultados
indican que el estimule del espermatozoide en la especie porcing es
suficiente para cbtener niveles de divisién comparables con aquellos grupos
que utilizan agentes activantes. No cobstante, en zlgin pasc entre g
inyeccion del espermatozoide v lg puesta en marcha de los mecanismos
correctes que llevaran al cigoto a8 formar un blastocisto, hay un vacio que
hasta el momento ningunz investigacién ha side capaz de llenar,

140



INVESTIGACION FUTURA



INVESTIGACTON FUTURA |

INVESTIGACION FUTURA

NOVEDADES METODOLOGICAS

- Es el primer estudic en el que se compara una secuencia de emplec de
dos medics de cultive pest-I1CSI para identificar su efectc en el
rendimientc final de |z técnica.

* Otra novedad es la utilizacion de un sistema de maduracién in vitre en
dos pasos, el primerc en presencia de un inhibidor meidtico, en el que
se mide el contenide intracelular de glutatién y s& comparan
parémetros  de  fecundacidn por ICSI  en  ovodtos  porcinos
premadurados.

- Es el primer estudic en lz especie porcing en el que se inyecta InsP;
cenjuntamente con el espermatozeide.

LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS

Las lincas de investigacion deberian encaminarse & la mejora en los
medics de cultive embricnaric ya sea mediante cocultives celulares (células
oviductzles y endometriales) o mediante variadiones en su composicién, Un
aspecte importante que podriz estudiarse es el efecto de las oviductinas en
el ovocite y postericr desarrcllc embricnaric.

Seria  también de interés evaloar el efecto de diferentes
concentracicnes de InsP; en diferentes tiempos y analizar las oscilaciones
de calcio mediante mediciones del calcio intracelular. Se podrian comparar
estos patrones con los petrones de FIV e intentar explicar el escasc
desarrcllc de los ovocitos inyectados.

For dltime, se podria  estudiar el sistema de micrctibulos y
microfilamentos tras la ICSI para ver si se altera. Sifuera asi, explicaria en
parte el bajo desarrcllc embricnaric que se cbtiene actualmente con esta
técnica.
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CONCLUSIONES

Les cigotes porcines preducides por ICSI alcanzan el estadic de dos
células & las 22h en mayor proporcién si se cultivan & & 20 horas
previamente en medic TALP que =i se cultivan directamente en medic
NCSU-23,

El cultive de los ovocitos porcines en presencia de 50pM de roscoeviting
durante 22h inhibe la meicsis ¥ sumenta el contenide intracelular de
glutatitn, Este efecto es reversible tras la maduracién in wire y produce
un aumento en los porcentajes de cigotos que alcanzan el estadic de 2
células tras la ICSIL

Los cigotos cbtenidos por ICSI son capaces de iniciar gestacicnes cuando
se transfieren @ una hembrz receptora, independientemente de sl han
sido tratedos o no con roscoviting.

Un pericdo de maduracién in witre de 36h incrementa los porcentajes de
cigotos en  estadic de 2 prondclecs & las 22h tras la  ICSI,
independizntemente de Iz premaduracion en roscoviting,

La inyeccién conjunta del espermatoczoide con inositel trifosfato no
incrementa el rendimientc final de la ICSI en la especie porcing.
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ABREVIATURAS

BSA: albimina sérica bovina (Bovine Serum Afbumin)
CE: cultivc in witro de embricnes

COCs: complejos células del cumuivs nophors-ovocito
DAG: diacilglicercl

dbAMPc: dibutiril AMP ciclico

FCS: suerc fetal bovine {Fetal Calf serum)

FIV: fecundacion in witro

FSH: hormona foliculo estimulante

GC: granulos corticales

GV: vesicula germinzl

GVBD: ruptura de |z vesicula germinal {Germinal Vesicle Breakdown}
hpi: horas post inyeccicn

HCG: gonadctroping coridnica humana (Human Chorionic Godanotropin
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ICSI: inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (Intracytoplasmic
Sperm Injection}

InsP:: incsitcl 1,4,5 trifesfate

InsPz-R: receptores del incsitol 1,4, 5-trifosfato

MI: metafase [

MII: metafase 11

MIV: maduracion in vitro

MPF: factor promotor de la maduracién (Maturation Promoting Factor)
N céls/blastocisto: nimero medic de c2lulas por blastocisto

NCSU: medic North Caroling State University

PBS: tampén fosfato saline de Dulbecce medificade (Phosphate Buffer
Safine}

PFF: fluide folicular porcine { Porcine Folicidar Fluid)
PIP.: fosfoinositel bifosfato
PKC: proteinquinasa C

PMSG: gonadotroping sérice de yegua gestante (Pregnant Mare Serum
Gonadotroping

PNM: pronticles masculing
PVYP: pclivinilpirrelidena

TALP: medic de Tyrodes con albimina, lactato v piruvato { Tvrodes Afbumin
tactate Pyrivsate)

TCM199: medic de cultive 199 {Tissue Cufture Medium-199)

ZP: zona pelicids
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MATERIAL AND METHODS

Unless otherwise indicated, &ll chemicals and reagents were
purchased from Sigma-aldrich Quimica $.A. (Madrid, Spain).

3.1 WASHING AND GAMETE MANIPULATION MEDIA
3.1.1 TRANSPORT AND WASHING OF OVARIES AND QOQCYTES

Mediz used for cvary transport, washing and cocyte cbtenticn were
the following:

- Saline Solution {55): 0.9% w/v NaCl with 100 mg/l of kanamicine
sulphate.

- Cetrimide Solution {Hexadedl-trimetilamonie bromure: Cetab)
0.04% {w/v).

Both sclutions were prepared with ultrapure water {Mili-RX) and were
maintained at reom temperature until use.

- Dulbecco modificated Phosphate saline {D-PBS) (Sigma D-
8662) supplemented with 1mg/ml of alcchol pelivinil and 0.005mg/l of
phencl red as pH indicator. This medium was stored at 4°C until use.

The medium used for matured cocyte washing and during the
injecticn cocnsisted of supplemented D-PBS with 10%{v/v) of foetal calf
serum{FCS; Biclegical Industries™, Haemek, Israel).
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3.1.2 DILUTION AND WASHING

The medium used for sperm diluticn and washing was the Beftsiiile
Thawing Sokstion (BTS) {(Table 1):

TAEBLE 1. BTS extender for boar spermn {(Fursel and Johnson, 1975)

Component Concertration {miM)
Glucosa 0.0002
Na-._EDTA.2H.0 3.36

CO:HNa 15

Citrate-Nas 2H-0 20

ClK 5

For ICSI sperm  treatment, the medium wused consisted of
supplemented -FES.,

3.2 CULTURE MEDIA AND SUPPLEMENTS

NCSU-37 stock mediom. & stock solution was prepared in the
lzaboratory (table 2) with ultrapure water (Milli-Q). Then, it was sterilized by
filtretion through 0722 pm filters, and it was stored in sterile conditicns at
42 during two weeks,

For IVM, NCSU-37 stock medium was supplemented with cysteine, -
mercaptoethancl, insuline, dbAMPc, porcine folicular fluid {FFF), FMSG ¥
HCG (Feligén, Choruldn; Intervet International B.Y., Boxmeer, Holanda) as
described by Funahashi et af. {1997) table 3.
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TABLE 2. Compaosition of MCSU-37 stock medium {Peters and Wells, 1993},

Component Ceoncentration{mM)
NacCl 108.73
NaHCO: 25.07

KCI 4.78
KH:PO, 1.19
Mg50.4+7H.0 1.19
CaCly2H.0 1.70
Glucosa 5.55
D-Sorbitol 12.00
Penicillin G sodic 0.18
Streptomidin Sulphate 39.00 UL/mil

TAEBLE 3. MNCEU-37 medium supplements for i vitro porcine ococyte maturation

(Funahashi ef af., 1997a}.

Component Concentration {mM)
Cysteine 0.57 mM
p-mercaptoethanal | 50.00 uM

Insuline 5.00 mg/L
DbAMPC 1.00 mM

PFF 10% {v/v)

PMSG 10 Ulfml

HCG 10 UI/ml

TALP medium. 5tock sclution (table 4) was prepared in the
lzboratory with ultrapure water. Sterilizetion was done by filtration and the
medium was stored under sterile conditions at 4°C during two weeks.
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TAEBLE 4. Composition of TALF stock medium (Rath ef &f., 19993,

Component Concentration{mM)
NacCl 114.08
NaHCO-= 25.07
KCl 3.20
NaH-PO.+H-0 0.35
MgCl+6H-0 0.50
Lactate Cas5H:0 .00
Lactate sodic 10.00
Glucose 5.00
Cafeine 2.00
Kanamidn sulphate |0.17
Phenol red 0.003
PVA 1 mg/mi

For the culture pest 1CS1, TALF stock medium was supplemented with
3 mg/ml of bovine seric albumin {(B5A-FAF) and 0.12 mg/ml of scdic
piruvate {Rath ef af., 1999). The pH was adjusted to 7.4 in the incubator at
5% of CQg 38.5°C and saturate humidity atmosphere for 20h before use.,

NCSU-23 medium. Fcllowing the protoccel of Peters and Wells
{1993) the stodk scluticn {Table 5) was prepared with ultrapure water, and
it was further filtrated and stored at 4°C during two weeks. At the time of
using for EC, NC5U-23 stock was supplemented with 4 mg/ml of B5A-FAF,
insuline 0.57mM, p-mercapteethancl 50uM, 2% v/v  BME {(Amincacids
solution 50%) and 1% vw/v MEM {ncn-essential amince acid sclution 100%).
Finally the scluticn was filtered and kept in the incubator for cne day
before use,
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TAEBLE 5. Compaosition of NCSU-23 stock medium (Peters and Wells, 19933,

Component Concentration {(miM)
NacCl 10873
NaHCO:= 25.07
KCI 4.78
KH-PO, 1.19
MgS0,7H.0 1.19
CaCly+2H.0 1.70
Glucose 5.55
Taurine 7.00
Hipotaurine 5.00
Penicillin G sodique 0.18
Streptomidn sulphate 39 Ul/mi

R-enanticmer of roscovitine {2-[R]-[1-Ethyl-2-hydroxyethylaming]-
&-benzylamino-9-isopropylpurine; R-7772) was soclubilized in  dimethyl
sulfoxide before freezing at -20°C as a 10 mM stock.

Inositol 1, 4, 5-trifosfato {InsP; Sigma [-7012). InsP; was diluted
to 0.5uM in 2 buffer scluticn {120mM KCI, 20mM Hepes, and pH 7.4) before
freezing at -20°C until use {(Amanc et af., 2003).

3.3 IN VITRO MATURATION (IVM)

The medium used for cocyte maturation was NCSU-37 (Peters and
Wells, 1993) supplemented with 0.57 mM cysteine, 1 mM dibutyryl cAME, 5
pg/ml insulin, 50 pM B-mercaptoethancl, 10 IU/ml eCG {Feoligen, Intervet
Internaticnal B.V., Boxmeer, Hclland), 10 IU/ml hCG {Chorulen, Intervet
International B.V., Boxmeer, Hclland), and 10% percine fellicular fluid

{wfv),
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Wwithin 30 min of slaughter, cvaries from prepubertal gilts were
transported to the leboratery in saline containing 100 pg/ml kanamycin
sulfate at 38°C, washed cnce in 0.04% cetrimide scluticn and twice in
saline. Qocytes-cumulus cell complexes (COCs) were collected from antrel
follicles (3-& mm diameter) by slicing, washed twice with Dulbecco’s PBS
supplemented with 1 mg/ml PvA and twice more in maturatiocn medium
previcusly equilibrated for a minimum of 2 h at 28.5°C under 5% COzin air.
Only COCs with a homogenecus cytoplasm and a complete and dense
cumulus copherus were used for the experiments. Groups of 50 COCs were
cultured in 500 Wl maturaticn medium for 22 h at 38.5°C under 5% CO; in
air. After culture, cocytes were washed twice In fresh maturation medium
without dibutyryl cAMP, eCG and hCG and cultured for an additicnal 20-22 h
{Funzhashi and Day, 1993). This in vitrc maturation system is commonly
employed in pigs for several years and it is based upon the results from
Funzhashi et al. in 1997.

In the experiments with roscovitine, arcund 45-50 oocytes were
allccated in a petri dish with 500l of NCSU-37 without PMSG, HCG and
dbAMPC and with 50pM of roscovitine during a pericd of 20-28h. Then,
these cecytes were matured in the same way as the cthers {Funahashy and
Day, 1993).

3.4 INTRACELLULAR GSH CONTENT

To analyse the content of intracellular gluthaticne in the matured
cocytes, the methcd described by Tietze (1989) with medificaticns
{Anderscn, 1985) was carried cut. This method is based in the cyclic test of
the enzyme 5.5-dithicbis-{2-acid nitrcbenzeic)-glutathione reductase
{DTNB-G5SG) that detects intc the cocytes the reduced and oxided
gluthatione,

This cyclic test cccurred in two steps. In the first one, the reduced
glutathione with DTHB is oxided:
2G5H + DTNB = G55G + TNB
And in the second step the reductase enzyme DTHNB-GSSG catalyzes
the following reacticn:
GSSG + NADPH + HY = 2 GSH + NADP*
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GSH: reduced glutathicne.

G55G: oxided glutathicne.

DTNE: 5.5-dithichis-{2-acid nitrcbenzeic).

THMB: 5-thic-2-acid nitrocbenzeic,

NADPH: reduced dinuclectid phosphate of nicctinamide and
adenine.

NADP*: oxided dinuclectid phosphate of nicotinamide and
adenine,

The total content cof glutathicne can be estimated from the THB
production that is determined to 412 nm {(UV) of absorbance.

The employed reactive were:

- Phospheoric acid (HzPO,).

- Phosphated scdic hidratated {NaHPO.HO).
- Phospahted scdic {NazHPO,).

- acid etilen-diamine-tetracetic {EDTA).

- DTNB.

- GSH,

- DTHB-GS5G reductase,

- NADPH,

The employed scluticns were prepared with ultrapure water at the
concentrations indicated in table 6.

TAELE 5.5olutions for glutathione assay.

SCLUCIONS CONCENTRATICN

HzPO, 1.25 M
NaH:POsH:0 02mM
MNa:HPO, 02 M
EDTA 10 mM
DTHNE & mM
Glutatione reductase 266 UL/ml

Scluticns were prepared as follows: The buffered and NADPH stock
solutions:
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- Buffered stock scluticn: a 0.2 sclution of scdic hydrated
phosphate and 10 mM of EDTA (scluticn A) was prepared. Ancther similar
scluticn but with scdic phesphate (scluticn B) was alsc prepared. Finzally,
the buffered stock sclution was prepared by mixing beth scluticns A and B
until reaching & pH of 7.2.

- NADPH scluticn: it consisted of & scluticn of 0.2 mg NADPH per
ml of buffered steck sclution.

Samples were prepared follewing the methedeolegy describes by
Funzhashi et al. {1994b). Briefly, cumuius oophorus cells were remcved by
successive gently aspiraticn through an automatic pipette {Nichiryo).
Denuded cocytes were aspirated intoc three times washed in a buffered
stock and samples of 30 cocytes were aspirated intc a velume of 5 pl.
Samples were introduced at the botton of Eppendorf tube and 5
phospheric acid 1.25 M were added. The tube was stored immediately at -
202C until analysis.

The standards were prepared the same moment of the assesment
with 5 G5H knonw sclutions: 0.01, 0.025, 0.05, 0.1 and 0.5 mM. For each
cne of them it was mixed Sul of the GSH sclution respectively, and Spl of
phosphoric acid 1.25 M. The standard "cerc”™ was prepared with Spl of
FBSDm and Spl of phosphoric acid 1.25 M,

The cocytes samples were thawed at rocom temperature and after a
volume of 700 pl NADPH sclution, 100 pl DTHE scluticn and 190 pl purified
water, was added tc each cne. The cocytes were maintzined at rocom
temperzature during 15 minutes and then 10 pl of GSH reductase was added
tc start the reaction. Then, samples were intrceduced in a spectrophctometer
{Beckman DU-40) where the TNE formation at 412 nm {UY) zbscrbance
every 30 seconds during twe minutes was assesed.

The GSH concentration of the samples was determing in every one by
compariscn with the Standard curve. Total quantity of glutathione wes
divided by the number of cocytes in the sample to cbtain the total quantity
of GSH per cocyte,
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3.5 SPERM PROCESSING

Fresh semen was collected once a week from three stud beoars of
known fertility by the gloved hand methed. The sperm rich fracticn was
collected, immediately transperted to the laboratery and diluted in Beltsville
thawing scluticn {BTS) at 15%C. The fresh diluted spermatczea were used
the same day as collection.

DPBS treatment involved the centrifugation of 10 ml of the fresh
semen samples at 1200 xg for 2 min. The pellet was then resuspended in
DPBS supplementad with 10% FCS te reach a concentration of 5 x 108
spermiatozoa/mil.

3.6 INTRACYTOPLASMIC SPERM INJECTION

Qocytes cultured for 44 h in maturaticn medium were mechanically
denuded by gentle aspiratiocn with a pipette. Cenuded cocytes were washed
twice in supplemented DPBS medium and transferred to ICSI drops. ICS1
was conducted on a heated micrescope at 200x magnificaticn using a Niken
Diaphct 300 inverted microscope with attached micremanipulaters. The
ICSI medium used was DPFES supplemented with 10% FCS. Prior to ICSI
cocytes were placed in a lid of Petri dish {1 cocyte per drop of 4pl of DFBS-
FCS). In total 10-15 micro-drops were placed in each lid surrcunding central
sperm drops which contained 4 pl of DPBS-FCS and 1pl of the sperm
suspensicn. The microdrops were covered with mineral cil (Sigma M-8410).
IC&SI was performed as described by Probst and Rath {2003). Briefly, cne
single sperm was immchilized by crushing the mid-piece with the tip of the
injection pipette. The immchilized sperm was aspirated with the tail first.
Thereafter, the injection pipette was mowved intc the drop containing the
cocytes to be injected. A single cocyte was fixed with the holding pipette
positicning the pelar bedy in a2 6 or 12 o'clock pesition. The injection pipette
was pushed through the zona peliucida and the cclema into the cytoplasm
at 2 3 c’clock pesiticn. Small amcounts of cytoplasm were sucked intc the
injecticn pipette in crder to prove that the sperm was intreduced throcugh
the colema intoc the cytoplasm. Subsequently, the aspirate with the
immchbilized spermatczoon was  released inte the coytoplasm. The
temperzsture was maintained at 38.5°C through the whele procedure using
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a heated microscopical stage. The injected cocytes were placed in TALP
medium.

At 22 hours after ICSI, samples of cocytes/zygotes were fixed with
acetic alcchel, stained with 1% {w/v) lacmoid and examined at 400x
magnificaticn under a phase contrast microscope. Oocytes with at least cne
prenucleus {PM) were classified as activated. Stages with two pronuclei
were classified as fertilized in the sperm injected group and as
parthencgenetically activated in the sham grocup. Occytes with non-
classifiable forms were named as "cther”.

3.7 EMBRYO CULTURE

After 22h in TALP medium, putative zygotes were washed three times
in NCSU-23 previcusly equilibrated cvernight, transferred in a 4-well Nunc
multidish containing 500 pl of NCSU-23 per well, and incubated at 385.5%C
and 5% CO; in 100% humidified air. Forty eight and 144 h after
fertilization, cleavage rate and blastocyst formation, respectively, were
evaluated under & sterecmicroscope. Blastocysts were then placed cn a
slide, air-dried, and fixed in absclute ethancl for 24 h, Nuclei were counted
under an epi-flucrescence microscope by staining with Hoechst 33342 (10
pg/mlin 2.3% scdium citrate),

3.8 VALORATION OF RESULTS

3.8.1 ASSESMENT OF NUCLEAR S5TATUS

The nuclear status were assesed following the technique described by
Chang {1952) with mincr mecdifications {Coy, 1992). Briefly, after the
fixation pericd in ethancl-acetic {1:1) during 24h, the cocytes were stained
with lacmoid.
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3.8.2 ASSESMENT OF PRONUCLEAR FORMATION

After the culture in TALP medium during 22h, the injected cocytes
were evelugted following two methods in relation to the experiment;
Experiment 1 and 2.4 were realized fcllowing the technique described by
Chang {1952} with mincr medifications {Coy, 1992). And experiments 2.8,
2.7 and 3 were evaluated with Hoecsth fluorocrome. Oocytes were fixed for
15 min { 2% glutaraldehyde in FPB5), stained for 15 min {1% Hcoechst 33342
in FBS) and finzlly washed in PBS contzining 1 mg/ml polyvinyalcchel and
mounted cn glass slides,

Docytes were examined under an epiflucrescence microscope at 200X
and 400x(Leika™). The cocytes with the metaphase plate were considered
as not activated, and the cthers were considered as activated (with female
pronucleus, two cells stage or others). The cocytes with two pronuclei {with
cr without visible PB in the stzin) and two cells embryos were considered
fertilized.

The variables analized after ICSI were:

+» Rate of degenerated cocytes (% Degeneration) in relation to
the total injected cocytes,

+» Rate of activated cocytes (% Activation) in relation to the nct
degenerated cocytes. The cocytes in the stage previcus tc twe
prenucleus 2PN {1PM and cne compact cor descondensed sperm
head; % Pre-2PN), cccytes in the two pronuclear stage or two
cells embryos (% 2PN and % Embryos), the cocytes without
classification (% others).

3.8.3 ASSESMENT OF EMBRYO DEVELOPMENT

Cleavage embryos were considered those that appear in two-four
cells (hemogenecus blastomeres) after 48h post injection. Follewing 7 days
of culture, the zygctes that were visually like blastocoyst were isclated under
sterecmicroscepe and were put in warm FBS. Then, embryc quality was
assesed. Number of blastomeres per embryo was counted {Dcobrinsky et af.,
1996). Briefly, the ococytes were fixed in alcchol during 24h, afterwards,
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they were stained with Hoescht 33342 scoluticn with 1% in PBS to stain the
nucleus. Finzlly, they were visualized in & floorescent microscope at 400X
and 495 nm wavelength. All nuclei were counted like the total number of
nucleus per blastocyst.

The varizbles were:

+» Rate of cleaved embryos {% Cleavage): The numbers of embryos in
2-4 cells stage were counted in relation tc the total embrycs injected
and cultured.

« Rate of blastocyst (% Blastocyst): the number of blastocyst in
relaticn to the total embryo cleaved.

« Average number of cells per blastoccyst (N cells/blastocyst): the
average number of stained nucleus per blastocoyst.

3.9 EMBRYO TRANSFER

Multiparcus cresshred scws physiclegically synchronized were used
tc surgical embryc transfer. Oviducts from animals which had showed
heating 72 h before embryc transfer were exposed through mid-ventrel
incisicn under general anesthesia, as we have previcusly described {Coy et
al., 1993). Qver 50 putative embryos {immediately after injecticn) were
intreduced in cne cviduct by a Tom Cat Catheter (Kendall Co., Mansfield,
MA, USA) cennected to an insulin syringe containing PBES at 37°C. The
catheter was later observed under sterecmicroscope in order to check that
all embrycs were transferred into the oviducts. The sows were kept under
the usuzl farm conditicns and 25 to 28 days after transfer pregnancy
diagnosis was carried cut by ultrascnography (Echoscan T-100).

3.10 EXPERIMENTAL DESIGN
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Experiment i,1: Effect of time culture in TALP medium on ICS1
parameters,

The assesment of fertilization was realized after 20-24h of injection.
Fart of the injected cocytes were fixed and stained with lacmoid.

This experiment was realized in & replicates and the total cocytes
used were 361,

Experiment 1.2: Effect of time culture in TALP medium on in
vitro embryo development

The assesment of embryc development was done after culture of the
zigotes in NCSU-23,

This experiment was realized in 4 replicates and the total cocytes
used were 258,

EXPERIMENT 2. EFFECT OF ROSCOVITINE ON JIN VITRQ
OOCYTE MATURATION. ICSI AND J¥ VIVO EMBRYQ DEVELOPMENT.

Befocre running the experimental werk, 831 cccytes in 4 replicates were
stained just after collection with BCB to approve the growth stage and to
check if culture in roscovitine for 22 h inhibited the last step of growing.

Experiment 2. 1: Nuclear status after 22 h culture in roscovitine

This experiment was carried cut tc know if the culture of cocytes in
NCSU-37 medium withcut dibutyryl caMP, eCG and hCG and with 50 pM
roscovitine for the first 22 h of maturation {(ROS group, n=152) kept the
nuclear stage at the same level than that focund in the cocytes just after
recovery (Before culture group, n=1586). As control groups we employed
cocytes cultured for 22 h in supplemented NCSU-327 medium under usuzl
I¥M cenditions, which included dibutyryl cAMP, eCG and hCG {& group,
n=173) and cccytes cultured for 22 h in the same NC5U-37 medium
without dibutyryl cAMP, eCG and hCG {B group, n=164). Doing so, we were
able to see If the inhibitory effect of roscovitine on the nuclear progression
was similar or nct to that demonstrated by dibutyryl cAMP, which blocks
cnly cocytes at stages beyond the GV II-stage [28] and to compare the
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nuclear stage at 22 of inhibited cocytes (ROS and A groups) and those
under suppcsed spontanecus resumption of meicsis (B group).

After culture, cocyte nudear status {Gv-0 to Metaphase 11} was recorded
in all groups. This experiment was perfermed in 4 replicates.

Experiment 2.2: Nuclear progression after IVM with a
prematuration period in roscovitine.

In crder toc assess the reversibility of the treatment with roscovitine,
COCs were cultured 44 h under permissive maturation conditions in each of
3 replicates with {(ROS-IVM group, n=153) or without {IVM group, n=161) &
previcus culture pericd of 22 h in presence of 50 pM roscovitine, Nuclear
stage was recorded by Hoechst stzining.

Experiment 2.3 Oocyte glutathione content after roscovitine
treatment.

This experiment was designed to know the effect of roscovitine on the
intracellular GSH content of the cocytes just after collection, at 22 h of
culture with cor without roscovitine, and after maturation with or without a
preculture in rescevitine. In seven replicates, 960 COCs were cellected and
allctted in five groups: Before culture group {cocytes processed just after
collection), & group {cocytes cultured in supplemented NCSU-37 medium
with dibutyryl cAMP, eCG and hCG), ROS group {cocytes cultured 22 h in
supplemented NC5U-37 medium without dibutyryl cAMP, eCG and hCG an
with 50 pM roscovitine), IVM group {cocytes cultured for 44 h under the
described step-wise in vitre maturaticn system) and ROS-IVM group
{cocytes cultured for 22 h as the ROS group and for a further 44 h as the
IV¥M group). GSH content was measured as above described.

Exgeriment 2Z.4: ICSI and full development of roscovitine
treated oocytes.

Just after reccvering, cocytes were cultured in presence of 50 pM of
roscovitine for 22 h. Fellowing this period of time, cocytes were washed and
allewed to mature for 44 h under permissive conditions {ROS-IVM group).
Other COCs were also collected and introduced in the IVM system at the

190



MATERTAL AND METHODS |

same time than ROS-IVM group. Matured cocytes frem both groups were
then injected and after 20-24 h post-injection samples of the putative
embrycs were preocessed to assess the ICSI variables. The remaining cells
were transferred into the cviduct of physiclegically synchrenized sows {ocne
sow per group and replicate, ten sows 85 a total). Pregnancies were
assessed by ultrasonography 25-28 days after transferring.

This experiment was rezlized in xx replicates and the tctal cocytes
used were 254,

Experiment 2.5. Effect of IVM time on roscovitine treated
ococytes and fertilized by ICSI.

This experiment was carried cut to evaluate the maturation time in
different fertilization (ICS5I) parameters. COCs were premzadurate in
roscovitine (50 pM), and then were matured following normal maturation
culture during 36h, 40h and 44h. Next, putative embryos were transferred
to TALP medium during 20-24h and then were stained with Hoechst 33342,

This experiment was realized in 7 replicates and the total cocytes
used were 456,

Experiment 2.6: Effect of roscovitine pre-maturation and
maturation during 36h.

Just after recovering, cocytes were cultured in the presence of 50 pM
roscovitine, Then, cocytes were washed and allowed to mature for 36 h
under permissive conditicns {ROS-IVM group). Other COCs were alsc
collected and intrecduced in the IVM system at the same time as ROS-IVM
group. Matured cocytes from beth groups were then injected and 20-24 hpi,
samples cof the putative embrycs were processed to assess the ICSI
variables.

This experiment was realized in 3 replicates and the total cocytes
used were 192,
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EXPERIMENT 3. EFFECT OF JInsP. ON JN VITRO EMBRYOQ
REVELOPMENT,

The cbject of this experiment was to increase the cocyte activation
and as a result the final blastoccyst rate through the InsPs injecticon together
with the sperm. COCs were matured following the normal protocoel of IvM
during 40h. The InsP: injection was realized fellowing the same protocel as
the ICSI. The micreinjecticn pipete was filled with InsP: medium cr buffer
scluticn. The volume cof the IP; was aproximately the length of the sperm.
Fcur groups cf injecticn were realized:

- Control group; sperm injected cocytes.

- InsP; group: sperm znd InsP:injected ccoytes

- Sham-buffer group; buffer injected cocytes. The InsP; or buffer
activation capacity was evaluated in this way.

-Sham-InsP: group: InsP; injected cocytes. The InsP:; activation
ca pacity withcut the sperm was evaluated in this way.

Embryc development was evaluated after NCSU-23 culture, as
explained in the embryo culture chapter. The following were evaluated:

- Cleavage rate, blastocyst rate and number of cells per blastocyst.

This experiment was realized in 3 replicates with a total of 215
oocytes,
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EXPERIMENTAL DESIGN

MCSU-37,: MCSU-37 supplemented with eCE, hCGE y dbAMP-

MCEU-37g: NCEU-37

MCSU-37pog: NCSU-37 supplemented with S0pM roscovitine
IVM: 22 hin NCSU-37, following 22 h in MCSU-37;

EC: embryo culture

Experiment 1. Effect of adture time in TALP mediun on embiyo development and ICSI

Group TALF (0h) NCSU-23
[ 1¥M (44h) [1csI Group TALF (Bh) NCSUZ3
Group TALF (20h) NCSU-23

hpi: hour post-injection

22hpi: ICSI
results
EC

Experiment 2. Effedt of roscovitine on i vilro oocyte maturation, ICSI and i viv ermnbryo

development

2.1 Nuclear Status Affer 22 fr Cuffure in Roscovifing

Before Cocyte
Muclear assessment
culture collection
group
A group MCSU-37, (22 h)
B group MCSL-37: (22 h)
ROS group MCSU-37pns (22 R}

Muclear
assessment

2.2 Nudear Progression Affer VM With & Prematuration FPeriod in

Roscovitine

ROS-IVM group |MNCSU-37 5= (22 h)

IVM (44 h)

IVM group

VM (44 h)

Muclear
assessment
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2.3.0ocyte Glutathione Content After Roscovitine Tregtment

Before culture |Qocyte }GSH

group collection

ROS group MCSU-3Fpns (22 h) }GSH

ROS-IVM group MCEU-37ras (22 h) v {44 h)

IVM group M {44 h) }GSH

2.4 and 2.5, ICE! and Full Development of Roscovitine Treated Oocytes

Group ROS-IVM [ HCSU-37 0c (220) 22 hpi: IC51
VM (44 h ICEL
Group IVM ( ) results
1-2 hpi: ET

ET: Embryo transfer
hpi: hours post-injection

2.6. Effect of IVM durafion on roscovifine treated oocytes and fertffized by
ICST

Group IVM {356h}
MCEU-37gas (280 J Group IV (4083 ICEI 22 hpi: ICSI results
Group IVM (440

2.7. Effect of roscovitine pre-maturation and maturation during 36h

Group ROS-IVM | NCEU-37 5 (28h) 22 hpi:
VM (3656 h IcsI
Group IVM ( ) IC5I
results

194



MATERTAL AND METHODS |

Experiment 3. Effect of InsP; injection on in vitro embryo development.

Control
InsP;
v {40h TALP

( ) Sham-Bufier EC

Sham-InsP;

3.11 STATISTICAL ANALYSIS

For the statistical analysis SPSS 11.5 for windows was used. Data
are presented as the mezn + SEM and all percentages were modelled
according to the bincmial model of variables. The wariables in all the
experiments were analyzed by cne-way ANOVA., When ANOVA revealed a
significant effect, values were compared by the Tukey test. & p value <0.05
was taken tc dencte statistical significance.
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RESULTS

4.1 EFFECT OF CULTURE TTME IN TALP MEDIUM ON EMBRYO
DEVELOPMENT AND ICST

4. 1.1 Effect of time cofture in TALP medivm on ICST
parameters

As shown in table 7, a possitive effect of cocyte culture in TALP
medium was observed.

The activation and degeneration rates were not affected by the time
culture in TALP in relation to the control group. The activation rate was
aproximately 5% and there was cnly 18% of degeneration in the three
groups. Althcugh, the embryc rate was higher for 6h and 20h {9.72+3.92
and 10.68+3.08) in relaticn to the Oh group {(0%) {p<0.05).
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TABELE 7. Media and SEM for different fertilization parameters of the injected
oocyttes cultured in different time periods in TALF medium, in 6 replicates.
Evaluation at 22 hpi.

TALP h Dey Act Pre-2PN° 2PN Embryos® Others®
(%) (%] (%] (%) { %) { %]
Oh
MW=1%2 12.50+3.26 921.21+2.98 28.92+501 55.42+5.49 Gb 15 B+, 01
&h
N=10% 2381418 90.00+3.38 22224493 59.7245.82 9.72+3.92 8 8.33+£3.28
20h
WN=104 19.068+£0.03 83.74+3.34 26.21+4.3% 56.314+4.%M 10683068 G.BOL2.42
- —————————————————————————
P B.1GY6 0.2003 06393 .85928 0.0096 b.1160

* [n relation to the activated cocytes
a, b Different letters in the same column indicate walues significantly different
(P=0.05)

4.1.2 Effect of time cufture in TALP medium on in vitro embryo
development

As shown in table 8, no differences in any of the variables studied
were found, Cleavage rate was aproximately 60% for the three groups with
a low rate of blastocysts. The number of blastocysts was 3 for the control
greup{20h), seven for the 8h group and cnly cne fer the Oh greoup.
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TAELE 8. Media and SEM for different in vitro embryo development parameters
post-ICSI and different time culture in TALF medium, in 4 replicates. Cleavage rate
evaluated at 48 hpi and blastocyst rate at 7 days post- injection.

TALF h Cleavage Blastocysts N cellsfblastocyst
(%) (%)
ch
M=91 54, 55+5 71 4.76+3.33 50
Gh
M=90 64.44+5.07 12,0714 .31 41 714832
20h
M=77 B8.13+4.91 48412 75 37.66+8.69
P 0.1791 0.2424 0.8726

4.2 EFFECT OF ROSCOVITINE ON IN VITRO OOCYTE

MATURATION ICST AND IN VIVO EMBRYO DEVELOPMENT

4.2.1 Nuclear status of oocyies after 22h of culture in

rascovitine

As shown in table 9, Roscovitine was effective to inhibit the meictic
resumpticn after 22 h of culture, giving a higher percentage of GV-I stage
cccytes and a lower percentage of GW-I11 stages cocytes in ROS greoup than
in A or B groups {Table 9). Oocytes just before culture and after treatment
with roscovitine were similar for both nuclear stages. The percentzge of
cocytes reaching the Met-I stage was higher in the B grocup than in the
remzining three groups.
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TAELE 9. Muclear status of pig cocytes after 22 h culture in NCSU-37 with or
without hormmonal supplements, or with 50 pM |

156 173

B5+24a 0.6+0.6b 0b Ob <001

I | 609+39a 37.0£37 b 31.7+36hb 83.2+3%a <0.001

-II | B3xZ2Za 370437 b 26.2+3.5b 296+37b <0.001

III | 70zx2.1a 237432 b 2001 +£3.1b Fidxdlna <0001

W | 7o0:21a 0hb 3.7+1.5ah 0b <0.001
"""""" 5.1+1.8ab 1.2+ 0.8 a 13.4+2.7h 0a 0
Anaphasc 0 a 1.2+09 0 0.12
""""" 0.6+0.6 0 54417 0 0.06
"""""" 13+0.9 0.6+ 0.6 244132 0 0.53

a, b Different letters in the same row indicate values significantly different {P<0.05)
Az 22 h culture in NCSU-37 with hCG, eCG, dibutyryl cAMP

E: 22 h culture in NCEU-37 without hCG, eCG, dibutyryl cAMP

ROS: 22 h culture in NCSU-37 without hCG, eCG, dibutyryl cAMFP and with 50 pM

4,2.2 Effect of roscovitine on nuclear progression of oocyies

After maturation for 44 h, cccytes frem ROS-IVM group resumed
meicsis and reached Metaphase 11 stage at the same levels than IVM group,
over 85% {Table 10).
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TABLE 10. Muclear status of pig cocytes after in witro maturation with (ROS-IVM) or
without {I¥M} a prematuration period of 22 h in 50 pM roscovitine.

Muclear

Stage IVM IVM-ROS P

{%o)
N 1561 153
GV-0 0.6+06 1] 0.33
GV-I 5.2+1.9 46+1.7 0.52
GV-II 19+1.1 0 0.0%
GV-III 1.2+x049 1.3+09 0.56
GV-IV 0a 6.5+20h =0.0m
Metaphase I 19+1.1 0606 0. 34
Anaphase I 0 0 1
Telophase I 0.6+006 1309 0.53
Metaphase II B7 6120 B56+ 28 0.61

a, b Different letbers in the sarme row indicate values signifiertdy diferent (P=0.05)

4.2.3. Effect of roscovitine on intracelullar GSH content

As shown in figure 12, intracellular GSH content increased after
cocytes were cultured. When cocytes were kept for 22 h in culture, GSH
content increased from 2.24 to 10.74 pmol/oocyte, and this amount wes
stil higher when roscovitine was present during culture {1523
pmocl/ococyte). After IVM, no differences were cbserved independently of a
22 h prematuration pericd with {RO%-IV¥M) or withcut {I¥M) roscovitine,
being 7.02 and 748 pmcl/cocyte, respectively. However, both groups
showed a lower amount of GSH than ROS group.
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FIGURE 12. Intracellular GSH content in pig oocytes before culture, after 22 h
culture in NCSU-37 with with hCG, eCG and dibutyryl cAMP (A& group); without hCG,
eCs, dibutyryl cAMP and with 50 pM roscovitine (ROS group) and after a
conventional ITWM (22 h A + 22 h BY with (ROS-IVM} or without {IWM group)
preculture in roscovitine.

15

G5H content (pmolfocoyts)

Bafore culturs A ROS ROS- Wk WA

Group

a, b, ¢, d Different superscripts represent significant differences

(P<0.001)

4.2.4. Effect of roscovitine on fertilization by ICST

The results cof this experiment show that the activation and
degeneraticn rates were nct affected by the inhibiter. Activation rates was
arcund 80% and degeneraticn rates was arcund 15% {table 11). The 2PN
rates was around 50% for both groups. An effect was cbserved for the
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variable embrycs, the ROS group was higher in embryoe rate than the
contrel group (22.22% and 7.14%, p<0.05, for ROS and control,
respectively). The cthers rate was higher for the ROS grocup than for the
contrel group (0% vs 7.78% respectively) (p<0.05).

TAELE 11. Media and SEM for different ICSI parameters with or without Roscovitine
prematuration and 44h of IWM, in 7 replicates. Evaluation at 22hpi.

Dey Act Pre-2PN’ 2PN’ Embryos’ Others®
(%] (%] (%] (%] (%) (%)
Control
M=11% 21.74+3.95 R0 45x4.28 34292571 5571593 7.14x3.10a Oa
ROS

M=139 | 16.55+ 3.16 B1.31+£3.79 21.11+4.33 483.89x530 22.22+4.41b 7.7312.84b

P 2818 0.2046 0028 0.3%45 00090 0.01 6%

* In relation to the activated oocytes
a, b Different letters in the same colurmn indicate values significantly different
(P=0.05)

4,2.5 Effect of roscovitine on in vivo embryo development

As the results show (table 12), ICSI embrycs were capable to began
pregnancies when they were transferred to female receptors. Sixty percent
and 80% cof transferred sows sheowed delayed estrus mere than 23d for beth
groups. 20% cof sows showed possitive pregnancy diagnosis with the
presence of embryc vesicles between 21-25d. Ten percent had a visible
abortion in both groups.
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TAELE 12. Results of in vivo embryo development for prematured in roscovitine
oocytes and fertilized by ICSI, in 10 replicates.

[N ] Delayed estrus [ Embryc vesicles [ Visible abortus
{=23d)
CONTROL 10 & 2 1
ROS 10 8 2 1

4.,2.6 Effect of IVM time on ICSI oocyies prematured in
roscovitine

It can be cbserved in this experiment that nc significant differences
exists in activatiocn and degeneraticn rates for the different groups of
cocytes prematured in roscovitine and matured at different times (83.61%
vs 81,68 vs 90.0%) and {19.21% vs 17.61% vs 17.12%) for activation and
degeneraticn rates respectively (table 13).

Howewer, a significant effect is observed for the Pre-2PN rate
{15.63%,; 29.91%; 41.28% p<0.05) and 2PN rate (73.53%; &61.68%,;
55.05 % p<0.05) for 36, 40 and 44h respectively. Table 13,
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TAELE 13. Media and SEM for different ICEI parameters in oocytes matured during
different I¥M times and preincubated in roscovitine, in 7 replicates. Evaluation at
22hpi.

VM Deg Act Pre-2PN’ 2PN’ Others®
(%) (%) (%) (%) (%]

36h

n= 151 19.21+3.21 B83.61+3.356 18.53+3.84a 73.53+4.39=a 7B4x2.67

40h

n=158 17.581£3.03 B8168+3.39 2991x44%ab 51.68x472ab RB.41x2.69

44h
n=146 17.12+3.12 B90.08x2.72 41.28+4.73b 55.05+4.78hb 3.57+1.39

P G.152 G.887 0.002 0.0193 0312

* In relation to the activated oocytes

a, b Different letters in the same column indicate walues significantly different
(P=0.05)

4.,2.7 Effect of roscovitine and 36h of IVM on fertilization by
ICSI.

No significant effect of roscovitine prematuration and the postericr
IvM of 36h was cbserved in this experiment for any of the analized
variables. Activation rates was arcund 80% for both groups. Degeneraticn
rates were arcund 10% for both groups {table 143,

The cther anzlized avariables were not affected by the treatment.
Embryc rate was arcun 70% for both groups (72.13% ws 72.00%) (table
143,
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TAELE 14. Media and SEM for different [CSI parameters with or without roscowvitine
prematuration and 36h of IWM, in 4 replicates. Evaluation at 22hpi.

36hIVM Deg Act Pre-2PN° 2PN* Others’
(%) (%) (%) { %) (%)

Control

M= 90 14,144+3.72 T9.22+4.65 13.11+4.35 72.13+5.78 14751457
ROS

n= 102 7.8412.67 79.79x4.16 2267486 F0.6715.29 G6.67+2.90

P 0,028 0,145 0. 155 0852 0.12%
* In relation to the activated oocytes

4.3 EFFECT OF InsP; ON IN VITRO EMBRYO DEVELOPMENT

As show in table 15 significant differences are found for the cleavage
variable. Sperm injected cocytes groups {contrcl and InsPs) were higher
than sham groups {(buffer and IPF;). Cleavage rate was arcund &0% for
sperm injected cccytes and 10% for sham groups. Blastocysts rate was
very low for the four groups (8 for the contrel group, 3 for InsFs group and
cnly one for sham- InsP; group), thus the results can not be inferred.
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TAELE 15. Media and SEM for in vitro embryo development parameters in sperm

injected cocytes {control and InsPs) and sham injected cocytes (buffer and InsF33,

in 3 replicates. Cleavage rate evaluated at 48 hpi and blastocyst rate at 7 days

post- injection.

Cleavage Blastocysts N9Cell /Blast
(%) (%)
Control
n==58 68.97x6.12a 13.79x4.56a 31.25+5.35
InsP;
n=>54 59.26x5.67a 5.56x3.14ab 22.33%£7.88
Sham-buffer
n=55 10.42+4 . 44h Ob a
Sham-InsP4
n=43 20£5.44c 1.82+1.81b 21
P <=0.001 0.002 G.ELD
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DISCUSSION

Currently, there is considerable interest in producing large amounts
cf pig cocytes {by in witro maturaticn techniques) and embrycs (by in vitro
fertilizaticn {IV¥F) techniques) with the intenticn of pregressing in both basic
and bicmedical research. The pig has becocme increasingly more important
as @ pctential organ donor for xenctransplants, as well a5 @ transgenic
animzl to produce specific proteins, given the biclegical similarities it has
with human beings. Attempts of clening and producing transgenic pigs by
means cof pronuclezr injecticns require mature ccocytes and zygotes,
respectively. However, surgically cbtaining cccytes and embrycs frem denor
animals proves to be an expensive procedure, it is time-consuming, and the
gquantity of biclogical material cbtained is limited. It is for these reascns
that the effective use of cvaries criginating from the abattcir in order to
procduce mature cocytes and embryos through in wiro technigues is crucial
{Abeydeera, 2002).

As we have already stated, the generzal cbjective of this study was to
increase the perfermance of the in vitro embryc preducticn in pigs, which
scarcely reaches 15% with the present-day methcdclegy used. Te achieve
this cbjective, cur first step consisted in locking for the possible reasons for
this low performance from among the biblicgraphy scurces, and in applying
the acquired knocwledge with the intenticn of formulating sclutions. The
factors affecting this process were basically the following: the complicaticns
assccigted with the in vitro maturation prcocess, polyspermy, and the
inadequate embryc culture cenditicns. On the cne hand, the pclyspermy
problem is sclved by intreducing the ICSI technigue, since only cne sperm
is placed inside the cocyte. However, the already low blastocyst rate
cbtained throcugh traditional IVF after the embrye culture, drastically drops
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after 1CSI. The reascns behind this failure may partially lie in the ICSI
technique itself, and in this case, the problems assccigted with this
methcdeolegy may nct be entirely avcided {plasmatic ccoccyte membrane
damage, micrctubular system disrupticn with the injection pipette..}.
Howewver, we can work on the causes related to the cocyte, to the sperm or
toc the zygote. With regard to the sperm factor, the sperm zlong with all of
its membranes is placed inside the ovocyte during the ICSI technique,
which dces not occur in physiclegical fertilization. This factor was previcusly
studied in cur laboratery when fresh sperm as cppesed to cryc-preserved
sperm were used, and the differences mainly chserved concerned both the
boar and the preservation methed used. However, the blastocyst rate only
increased in one of the boars used (Garcia-Roselld, 2003). For this reason,
we decided to foous this study on both the cocyte and zygote, with the
intenticn of Increasing its developmental capacity. The first step was to
cptimize the in vitro fertilization sequence and the embryo culture {IVF, EC)
media that are employed in most pig laborateries. Secondly, we attempted
toc improve the in vitro maturaticn system by intreducing meictic inhibitors,
such as roscovitine, and the i vive embryc develcpment of the ICSI
zygotes was assessed under these conditions. The optimal time for /0 vitro
maturaticn was &alsc studied in this experiment by comparing three
commoenly used IVM times (36, 40 and 44 h). Finzlly the InsP; effect on in
vitre embrye develcpment was studied to verify whether the problem
actually lay in the necessity cof artificially activating the cocyte-zygote
during ICSI In crder to facilitate calcium oscillations.

5.1 THE TIME EFFECT THAT THE CULTURE IN TALP MEDIUM HAS ON
BOTH ICSI AND IN VITRO EMBRYO DEVELOPMENT PARAMETERS.

Given the expansicn achieved coning techniques over recent years,
the in wvitro culture media used toc develop zygotes are shown to be still
inefficient in most mammalian species. For this reascn, a considerable
number cf research grecups have been weorking cn the identification of either
beneficial cr harmful facters present in the culture media affecting gencme
activation, blastomers cleavage capacdity, blastooyst hatching, etc. Among
cther conclusions there is the well-known biphasic effect of the serum that
inhibits the first cdeavage, and yet it stimulates both the morula
compactaticn and blastocyst formation {Lim ef af,, 1994). It has been
cbserved that this additive, soc commonly emploeyed as a protein source,
actually reduces blastocyst coryctolerance and disturbs mRNA expressicn
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patterns {Rizos et &f., 2002). On the cther hand, as knowledge on the
cviductal and uterine micrcenvircnments increases, @ common agreement
arises regarding the need tc use sequentizl media within which the
components are changing at the same time as the developing embryo
requirements are changing. An example of such are the culture media that
have been designed in different species to eliminate glucese during the pre-
compactaticn pericd, and te add it during the post-compactation pericd.
These mediz are based cn the fact that ATP production is very low during
the first develcpmental stages, and alsc con the fact that the high gluccse
concentrations in these stages may be toxic for the embryo (Jiménez et af.,
2003).

In pigs, NC5U-23 {Petters and Reeds, 1991) is the most widely used
medium for embryc culture, It was used in cur study with all the new
modifications. This medium centains fatty-acid free albumin, but nct serum,
insulin a5 a growth factor, essential and non essential aminc acids, as well
as glucose, among other substances. In crder to impreve the in vitro
blastcocyst rate after zygote culture throcugh IC5I, we designed an
experiment to wverify whether the direct transfer of the zygcotes to this
medium {NCSU) {which has been used in different research projects: Kim et
af., 1998; Kolbe and Hcltz., 1999; Lail ef af., 2001; Lee et al., 1998, 2003)
is cne of the causes of low performance cbtzined. According to cur
hypcthesis, the fact that the ICSI technique suppresses steps in the
fertilization process related to gamete reccgnition, sperm-ZFP binding, and
the induction of the acrosome reaction or the colema fusion, does not mean
that & recently injected zygcote is found in a pronuclear state, nor that its
culture requirements are equivalent tc & two-cell embryc. For this purpose,
we decided to compare the effect that the culture times in TALP medium
has cn embryo development results before the transfer to NCSU-23 medium
takes place. The prcnudear fermation is produced in the TALF medium
during traditicnal IVF {Coy et af., 2002; Matas et af., 2003) and the zygotes
are transferred to the NC5U medium after a variable pericd of time between
& and 20 h. However, no references contemplating the ideal culture time
sequence between TALP and NCSU media of the recent injected pig zygctes
were found in cur biblicgraphic revisicn , even though references do exist
which show that the prenuclear formaticn takes place during the first six
hcurs after injecticn {Lee et af., 2002},
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According to our hypothesis, as pronuclear formation has taken place
during the first six hours after injection, the fact that the zygotes are
present in the IVF medium, which is enriched with calcium, pyruvate and
lactate, means that this situation might improve, as could the early stages
of embryc develcpment. Maintzining these zygotes in this medium for 2
lengthy pericd of time (20 h) may alsc prove beneficial as this would
provide sufficient time for the first embryc cleavages to be preduced, since
this cccurs in the oviduct, before they are transferred to NCSU-23,

These results partially confirm cur hypcthesis, since those zygotes
which were cultured for & or 20 hours in TALP medium reached the twe-cell
stage more quickly than those zygotes which were directly transferred to
MCSU did. The fact that these first cleavages may be cbserved during the
first 18-20 h post-injecticn in TALF medium indicates that the viability of
these embryes would possibly improve, despite the fact that no significant
effect was cbserved in the blastocyst rate at 7 days of culture. As previcusly
demcnstrated, the mocment of the first deavage is an impertant indicator of
further develcpmental capacity {Lonergan ef af, 1999). An alternative
explanation might be a guicker preimplantaticnal develcpment of male
embrycs in relation to femzale embryos when glucose is present in the
medium (Larscn et al. 2001), as is our case. Under cur experimentzl
conditions however, this possibility would not explain the differences found
since the glucese cencentration in beth TALF and NCSU-23 medium was the
same,

with regards to the remaining assessed parameters, where no
differences between the three experimental groups were found, they may
be useful to gauge the validity of cur methedeloegy. In this way, cocyte
activation which was arcund 83% in all cases, is comparable to the results
chtained by Katayama et af. {2002) where recently injected cccytes were
cultured in I¥F medium {TCM-199); or to those by Lee et af {2003} with
MCSU-23. In the same way, ocur pronuclear formation results at 22h, or cur
cleavage rates at 45h post injection, were similar to those cbtained by other
researchers (Kim et af., 1998; Lai et al., 2001; Prcbst and Rath, 2003).

Tce cenclude, the results of this first experiment coenfirm cur
hypcthesis that the culture cf injected cccytes in IVF medium before they
are transferred to EC medium is beneficial for the zygotes, Howewver, no
differences were found between 6 or 20 h. We believe that a greater
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presence of calcium in TALPF medium {necessary for pronuclear formation)
may be cne of the reascns for these results, On the other hand, as we have
indicated, pyruvate and lactate are impertant energy supplements for early
stages of embryc development in witro {Kim et af., 20043, Recently, it has
been reported that lactate and pyruvate supported greater development in
terms of blastocyst formation rate and total cell number in FZM and NCSU-
37 media (Kikuchi et &f.,, 2002; Yoshicka et af., 2002). Tc this end, the
greater proeportion of embryos cbtained with twe cells in TALP may alsc be
due tc the presence of pyruvate and lactate in this medium {even thcugh it
is nct an exclusive EC medium).

However, due to the low blastocyst rate cobtained (below 10%), we
dedded toc continue working on our second hypothesis, which proposed the
introduction of changes to the IVM system, with an increase of cytoplasmic
maturaticn, initially by using meictic inhibiters, and seccendly through the
changes made in the IYM durzticn.

5.2 EFFECT OF THE ROSCOVITINE GN IN VITRO MATURATION, ICSI
AND ON IN VIVO EMBRYO DEVELOPMENT.

Several ICS1 studies conducted cn pigs suggest the incomplete terminal
differentiaticn of the ccocyte as the main cause for the low capacity of in
vitro matured cocytes developed after fertilization {Kclbe and Helth, 1999;
Frcbst and Rath, 2003). In order to attempt sclving these maturation
procblems, several meictic inhibitors which maintained the cocyte at the GV
stage have been employed. In this way, an attempt to mimic the internal in
vive conditicns of the follicle is carried cut, whereas an increase of the
cytoplasmic maturaticn pericd is also attempted. Roscovitine (Meijer et af.,
1997) iIs ocne of the most effective MPF inhibitors; it has been proved that
this may inhibit a lower guantity of kinases than &6-DAMP, but with more
spedficity in the ATP pocket binding of cdc2. Morecver, this has proved to
be cne of the inhibitors with less prejudicial effects, and althcugh there are
slight indications of a possible beneficial effect of preculture in roscovitine
cn further embryc develcpment {Coy et af., 2003; Marchal et af., 2001;
Mermilled et af., 2000), interpretaticns of these results must be taken very
cauticusly since an evident effect of roscovitine cn the inhibiticn of RNA
synthesis has alsc been demonstrated (Ljungmzn znd Pzulsen, 2001).
Furthermore, roscovitine does not prevent most of the modifications in
phosphorilaticns  patterns of the proteins chbserved during maturation
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{Vignercn et af.,, 2004z), and several cellular events invclved in the
maturaticn regulation of the bovine ccoytes seem to be independent of both
MFF activation and the resumpticn of meicsis {(Vignercn et af., 2004h).

The first step of this second experiment was to study the inhibitor
effect of the roscovitine on nuclear cooyte status after 22 h of culture and
after IvM. Next, we studied the effect this inhibitcr had on cytoplasmic
maturaticn by assessing the intracellular GSH content and the pronuclear
fermation after 1CS1. Finally, the injected zygotes were directly transferred
to the cviduct of recipient gilts to allow for in vivo develocpment, given the
EC results cbtained in the previous experiment.

In cur study, doses of SOUM roscovitine were sufficient to block the
GVED in more than 90% of cocytes after 2 22-hour culture with similarities
between contrel and ROS groups being evident for the GV-I and GV-III
stages. On the contrary, when the IVM medium with no roscovitine was
empleyed, occoytes started toc spontanecusly resume meicsis. Morecver,
when the NCSU-37 medium withcut dibutyryl cAMP was used, the
progression to stages beyond G-IV was faster, since the inhibitory effect of
dibutyryl cAMP (Funzhashi et af, 1997a) was zbsent. These data
demcnstrate that the progressicn of porcine cocytes to the GY-1II stage in
the presence of 50uM roscovitine is differently inhibited than in the presence
of dibutyryl cAMF, cr in the absence of inhibitors, since they remain at
nuclear stages that are similar to those in the follicles, which were assessed
just after recovery.

The effect of roscovitine on the resumption of meicsis has been
previcusly showed in pigs. Ju et af. 2003 feund that levels of 80-120uM of
roscovitine were necessary to inhibit germinal vesicle breakdown {GVBD) in
83-91% cof cccytes. However, their study assessed the nuclear stage of
cccytes 44 h after beginning to culture in roscovitine, when the inhibitor
activity could have decreased in the medium. In fact, roscovitine has an
approximate 24-hour lifespan in bloccd plasma concentration {Meijer and
Raymond, 2003}, Ukewise, Mc. Clue et af. {2002) cbserved that the effect
cf roscovitine peaked between 8 and 24 hcurs after the culture ccmmenced.

The reversibility of the roscovitine effect on the nuclear maturation
has been corroborated in cur study by the high levels of Metaphase II stage
cocytes reached after a 22-hour inhibition following 2 44-hour culture in the
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conventional IVM system. Similar results with 25pM  roscovitine were
cbtained by Mermilled et &/, {2000) in cattle. These authors demconstrated
that GVBD was inhibited with this concentration, after a 24-hcour culture.
This was indeed a reversible effect, where more than %9% of the cocytes
resumed meicsis when they were cultured withcut the inhibitor.

Despite cur study demonstrating the reversibility of ROS by cbtaining
a high rate of MII cocytes, we cannot deduce whether the cytoplasmic
maturaticn has actually increased. Howewer, the fact that nuclear and
cytoplasmic maturations are not always cerrelated is well dccumented {Coy
et af.,, 1999). The resumpticn of melosis in occcytes after removal from
roscovitine presumably re-starts MPF activation, yet it is not @ prerequisite
tc ensure the cytoplasmic maturation of such oocytes. Howewer,
intracellular GSH content and the ceocyte’s sbility to form the male
pronuclecus, feature ameong the commenly accepted parameters used to
assess the cytoplasmic maturation in percine cocytes {Coy et af, 1999;
Funzhashi ef af., 1995; Sawai et af., 1997).

G5H is dependent on the amount of cysteine made aveilable to the
cell {Meister and Tate, 1976). Cysteine is commenly added to the pig cocyte
maturaticn medium at & 0.57mM concentraticn, and as a substrate for GSH
synthesis, to promcte male pronudear fermaticn (Yoshida et af., 19937, and
this was cur case for NC5SU-37. In cur study, the G5H centent of immature
cocytes just after remowval from follicles was lower than that found after 22
or 44h of culture in the IVM medium. The values cbtained in the latter case
were similar to these obtained by Brad et af, {2003). This indicates that the
I¥M system we employed was effective for the cocyte in GSH synthesis.

Interestingly encugh, the GSH content was higher at 22h of culture
than it was at 44h, which differs to what Yoshida et af. (1993) found, who
reported 2 continucus increzse in GSH content during IVM. On the cne
hand, these authors employed TCM-199 for IvM, which is a rich culture
medium with readily available GSH precurscrs {cysteine, cystine, glutamic
acid, glutamine and glycine) and even glutathicne., However, NC5U-37 was
used in cur study which is only supplemented with cysteine and glutamine,
where the former auto-cxidized to cystine in the maturation medium within
1 h {de Matcs and Furnus, 20003, therefore it cannct be incorporated as
easily as cysteine can {Yoshida & Takezhashi, 1998). On the cther hand, it
has been reported that G5H synthesis is related to the acquisition cof the
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sperm nuclear decendensing zbility during initial and mid phases of porcine
cocyte maturation (Yoshida, 1993), and that GSH synthesis is responsible
for high GSH levels in mature cocytes during the initial stages of hamster
cocyte maturation {Perreault et af., 1988). These cbservations suggest a
strong G5SH synthesis during the first half of cocyte maturation, and they
would be in accordance with cur results which shoewed a2 GSH peak after 22h
of culture.

Ancther interesting finding in cur study shows that those cocytes
which were precultured in roscevitine for 22h had higher G5H levels than
those cultured with dibutyryl cAMP for the same pericd of time. Cystine
uptake activity is abolished by the mechanical disruption of gap juncticnal
communication {Yoshida and Takahashi, 1998), and it has been suggested
that G5H synthesis may be impaired due to the uncoupling of cumius cells
{de Matocs et af, 1998). Since roscovitine-treated cocytes showed no
cumuius expansion as the dibutyryl caAMP-treated cnes showed {Coy et af,,
2004 Marchal et &f., 2001; Schoevers et af., 2004, the dosest cooperation
between the cumuius cells and cocyte would be maintained for a longer
time, which wculd partly explain the higher GSH content cbhserved in
roscovitine-treated cocytes,

Our first data reveal that roscovitine deoes not affect the male
prenuclear formation through ICSI fertilization. Meorecwver, no differences
were found in any of the fertilizaticn parameters assessed at 22 hours post
injection {hpi}). These results were expected given the similar G5H levels we
found for in witro matured cocytes precultured either with or without
roscovitine, since it has been reported that male pronuclear formation is
related to intracellular G5H content {(Funzhashi et af.,, 1995; Yoshida et af,,
1992). The activation and putative zygotes rate were similar to those
results obtained by cther researchers who did not use roscovitine {(Kim et
af., 1998, Lee et af., 2003). As far as we are aware, no references to pig
cccytes that had been prematured with roscevitine and fertilized by 1C51
are found. Recently, Franz et &f. {2003) worked with mare cocytes that had
been premztured in ROS and fertilized by ICSI. They demonstrated that
ROS is capable of increzsing the development capacity when cumufus-
endosed cocytes are used, and a higher cleavage rate was also cbtained.
Qur study has zlsc demonstrated that the cleavage kinetics was higher in
ROS cocytes, and that the cleavage rate assessed at 22hpi was higher in
those cocytes. Our hypothesis was partially confirmed, as the mement the
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first cleavage takes place 15 an impertant indicater of further embryc
development capacity (Lonergan et al.,, 1999), as we have already
menticned. Howewver, this ROS effect cannct be demonstrated in cattle
{Mermilled et af., 2000,

We chose to place the zygotes in the best possible physiclogical
medium immediately after the injection, such us the oviduct of recipient
femzles, in order to achieve the best possible viability, The results of the in
wivo experiment showed that the 1CSI embryos prematured with ROS and
transferred tc female receptors, were capable of establishing pregnancies,
yet they were not capable of reaching full term. The same results were
cbhserved for the control group.

Those few studies conducted with IVM-ICSI and ET showed that the
number of piglets cbtained was very low {Kclbe and Heltz, 2000; Lai et af.,
2001; Martin, 2000; Nakai et af., 2003; Prcbst and Rath, 2003). Only cne
grecup chtained three piglets with I¥M cocytes (Makai ef af., 2003}, and the
success rate seemed to increase when 0 wivo matured cocytes are
employed {Probst and Rath, 2003), the result of which was 6-7 piglets per
litter. Therefore, in spite of the beneficial effect of ROS during early
development stages, ICSI zygotes demonstrated difficultly in developing to
term even in the most faverable culture conditions {in the pig oviduct).

It is known that only arcund 20-30% of the transferred embryos
survive with traditiocnal IVF, despite the improvements in pig IVF techniques
{Abeydeera, 2002), and that cnly arcund & piglets are cbtzined from the
transferred femzle {Abeydesra et af., 1998). With a view tc demonstrating
that ROS was not detrimental for embryc develcpment, and that live
cffspring could be cbtzined, a parallel study was carried cut in our
lzboratery with traditicnal I¥F {nct presented in this study). Between 10-12
piglets were chtained for the control and ROS groups, respectively. This is
the first study conducted that proves that live coffspring can be cbtained
through IVM cocytes prematured with ROS {(Coy et af., 2004, 20057,

Similar results may be cbtained by using ROS-prematured cocytes
withcut the inhibitor. The use of cultured pig cocytes under meictic inhibiter
conditicns with nc decrease in develcpment capacity is feasible, and it
permits timetable flexibility in complex experiments. Therefore, not only
would it prove to be 2 most useful tocl for ovary collection in laboratories
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which have no slaughterhouse in their vicinity, but it could alsc be & useful
tcol to study the influence of excgencus factors on cocyte terminal
differentiation.

with this strategy (slaughterhcuse ococytes kept with ROS for a few
hours to adjust cur protocel), we dedded to study the effect that IvM
duraticn has con ICS51 perfermance. A well-known critical factor is cocyte
age, and aged cocytes have a limited development capacity. Morecver, a
lower MFF quantity exists in these cccytes. MFF is involved in p220
phosphorylaticn that binds tubuline and affects the microtubular formation,
thus aged ococytes have a greater degree of fragmentation than the rest of
cocytes do (Kikuchi, 2000}, we decided it would be suitable and necessary
to carry cut this experiment since nc references comparing IvM duraticn
and ICSI fertilization in pigs exist,

Three different in witro maturation times of common use in pig IvM
were used, 36h {Ka et af., 1997; Yoshida et al., 1993), 40h {Galeati et af.,
1991; Liu et &f., 1997) and 44h {Coy et af., 2003; Galeati et af., 1991;). A
preculture in RO5 permits an adjustment to the injection timetable to be
made, as previcusly menticned. A previcus experiment showed that ROS
prematured cccytes and further 44-hour maturation cbtained the twoe-cell
stage more quickly than the control cocytes did. On this cccasion, we
attempted to investigate whether I'YM duraticn could be reduced to increase
embryo development post-1CSI with prematured cocytes.

The results confirmed cur hypothesis. When the IVM time was
reduced, the putative embryo rates were significantly higher than in the
cther grocups. Embryo development and male pronuclear formation were
slower when cocytes underwent & maturation of either 40 cr 44h, rather
than 38h. We found nc biblicgraphic references comparing this IWM duration
time and further ICSI fertilization. I¥M times vary by 42 and 50h {Kim et
af., 1998; Lai et af., 2001; Lee et af., 2003). However, the putative embryc
rates in zll these studies did nct reach the rates cbtained in cur study
{73.5%). Wwe believe that most of the differences could be due to the
different excgencus cocyte activation treatments invelved, and also to both
the cocyte quality and IMY system. The cvaries in cur study came from
hybrid ccmmercial females weighing 85-95kg {8-9 mconths) which were
close to puberty. Morecover, the slaughterhouse iIs only @ an hour's distance
from cur leboratory, so the owaries arrive in good condition. Qocytes are
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cbtained by slicing antral follicles, Qocyte cellection is known to affect the
postericr develecpment. In 1997, Lo and Mcor cbtained higher nuclear
maturaticn and cleavage rates in cocytes harvested by dissection rather
than by aspiration. In cur study, only the best follicles were sliced, so we
selected most of the cocytes at this level. A second more thorough selection
was performed under the sterecmicroscope. Only COCs and a complete and
dense cumuius oophorus were used for the experiments. This factor is alsc
impecrtant in IVP systems {Coy and Romar, 2002)

Ancther crucial facter could be the age of cocytes, as previcusly
verified. Aged cocytes have less fertilization ability than normal ones have
due to the lower Hlkinase amount, and alsc to the lower guantity of
activated MPF {Kikuchi et af., 2000). Funzhashi et &f. {1997a) demcnstrated
that arcund 47% of the cocytes reached MII at 36h of IVM, so most cocytes
were old at the time of the in vitro fertilization.

In cattle hcowever, t has been demcnstrated that roscovitine
prematurated cocytes reached the MII stage earlier than the non
prematurated ococytes did. This fact is not yet demonstrated in pigs. In
crder to verify that the differences cbserved in our study had nc relation
with roscovitine prematuration, we designed an additicnal experiment
where the cocytes were matured either with or without roscovitine for 36h,

As the results showed, no significant differences were found for any
of the variables analyzed. Furthermore, the putative embryo rate reached
70% once more, This fact indicated that early embryc development was
affected with a 44-hcur IVM pericd, regardless of the fact that an inhibitor,
such as roscovitne, had been used cr nct. This was not cbserved in shorter
I¥M pericds (1.e. 36h); where the rate of zygotes showing 2PM were higher
than the remaining grecups after IC51.

After analyzing these results, the possibility that the failure of embryc
development after ICSI was related to an inappropriate activation after the
micrcinjection still remained to be investigeted, as suggested by cther
research groups {Lai et af., 2001; Lee et af., 2003; Nzkazi et af, 2003;
Prchst et af., 2003).

5.3 EFFECT OF 1InsP; INJECTICN ON IN VITRO EMBRYO
DEVELOPMENT.
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Wwith the previcus ICSI results chtained throughout this study, we can
affirm that the excgencus activation of the cocyte is not needed to cobtain
high percentages of putative embrycs. The sperm stimulus is sufficient to
both activate the cocyte, and initiate embryo develocpment. However, given
the low number of embrycs reaching the blastocyst stage {(althcugh they
were no lewer than they were in cther research grocups), we posed the
possibility that the activaticn was inadeguate, and therefore, the cocyte was
incapable of further embryc development for the blastocyst stage to be
reached.

Incsitcl 1, 4, 5-triphosphate {InsP:) is cne of the cocyte activation
messengers {Wu et al., 2001). Its acticn mechanism coensists of inducing an
increase in calcium concentration from the endoplasmic reticulum {ERJ.
Althcugh the mechanism through which the sperm-cocyte binding premcetes
calcium cocyte oscillations is not altegether elucidated, it is known that an
activation of phospholipese C is cbserved during the phospheoincsitol
activation pathway, which mediates in the PIP: hydrolysis to produce DAG
and InsP;. InsP; then gees on to produce calcium liberaticn frem the ER. In
1993, Miyazaky et af., demcnstrated the InsP; function during the
fertilizaticn process. They chserved an InsF; liberaticn bledking when InsPs-
R inhibitor antibodies were injected.

At first we thought that the calcium liberation produced by the sperm
injecticn was not similar in either its duraticon and intensity to that produced
during ncrmal fertilization because, althcugh an cocyte activation was
procduced, further embryc develcpment was defective. So, we decided to
continue with cur third hypcthesis: an attempt to increase cocyte activation
throcugh an InsP;injection tegether with sperm.

In vitro, Amanc et &f. (2004) used this molecule 25 & parthencgenetic
cocyte activator in pigs. They demcnstrated that the InsP; Injecticn
premotes cocyte activation, cleavage, and even blastoccyst formation. This
capacity could be positively related to the calcium increase preduced by
InsFs.

The blastocyst rate results cbtained showed no improvement after
the InsP: Injecticn in compariscn to the control group (sperm injected
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without InsPs). As far as we are aware, the InsP; injection together with
sperm has not been used tc improve ICSI performance in pigs.
Monetheless, Kurckawa and Fisscre {2003) have demonstrated that IC5I1
fertilization medifies the start of caldum cscillations, and that it provokes a
lower persistence and duraticn in these oscillations than during traditionzl
I¥F, this being the main cause of low embryc develcpmentzl capacity of
ICSI zygotes in mice. The results could be explzined as Barenzes et al.
{2004) proposed, since we did not properly mimick the calcium cocyte
dynamics after fertilization, which consists of sequentizl activation and
inhibiticn function series. These authors achieved mice offspring {67%)
after the oocytes underwent 24 electrdc pulses every & minutes for three
hours, that corresponded to the 24 calcium osdllaticns provoked through
the intracellular calcium release. Possibly, if we had sequentizlly injected
the InsPs into either the cocyte or the medium in cur study, we would have
seen some improvement. However, we cannct make a categorical
interpretation of cur results due toc the low blastocyst number cbtained in
this experiment. In 2001, Lai ef af. cbtained a 30% blastoccyst rate when
electrical activaticn was empleyed, and cnly a 4.6% rate was cbtained
without this artificial activaticn, which matches cur results.

The deavage rate was zlsc similar between both groups of injected
sperm {with or without InsP;). However, differences were found among the
sham groups; sham-IsnP; displayed a higher cleavage rate than the sham-
buffer group did, which reveals InsP:-cocyte activation. In all cases, the
rates were lower than those obtained by Amanc et af. (2004). We believe
that differences could lie in the InsP: concentration used, as we always
worked at concentrations below S500pM.  All in all, in cur experiment we
cbhserved that the effect that sperm had cn the cleavage was supericr to the
InsP; effect, indicating that sperm stimulus is sufficient to cbtain cleavage
rates that are similar toc others groups which use activating agents.

Nevertheless, research has still to discover the Information and
knowledge in the void that exists between the sperm injection aznd the
start-up of all the appropriate mechanisms that lead to the zygete becoming
a blastocyst.
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FURTHER RESEARCHES

METODOLOGICAL NEWS

. This is the first study comparing a sequence of empleyment of twe
culture media post-1CSI to identify its effect on the final ICST yield.

. Ancther new procedure is the use of a two steps in vitro maturaticn
system, first step with @ meictic inhibitor, in which the intracellular
G5H content and fertilization ICSI parameters were assessed.

. It is the first study toc assess InsP; injection together with sperm in
pigs.

FURTHER RESEARCHES

Further researches should be directed to improve the embryo culture
media thrcugh cellular cocultures {oviductal and endometrial cells) cr
throcugh medificaticns in their compesition. &n impertant effect that should
be studied is the effect of the cviductins on the cocyte and further embryc
development.

It would be interesting tc evaluate different InsP; concentraticns and
times and analyse the intracellular calcium cscillaticns through intracellular
cazlcium measurements. These ICSI cscillation patterns might be compared
with IVF patterns and we could be able to explain the low develcpment of
ICSI zygotes.

Finally, we could study microctubular and microfilament system after
ICSI in crder to detect if they are zltered. In this case, part of the low
developmental ICSI capacity will be explained.
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CONCLUSIONS

ICSI derived pig zygotes achieve rates of twe cells stage at 22h in higher
proportion if they are cultured & or 20 hours previcusly in TALP medium
than if they are directly transferred to NCSU-23 medium.

. The culture of pig cocytes in SOPM roscovitine during 22 hours inhibits
meicsis and increases intracellular glutathicne content. This is &
reversible effect after the in vitre maturation precedure and it increases
the rate of two cells stage embryos after ICSI1.

1CSI derived zygotes are able to establish pregnancies when they are
transferred intc female receptors nevertheless if they are treated cr not
with roscovitine,

. A 36 hours pericd of in vitro maturation with cor without roscovitine
increases the putative embrycs rate at 22h pest-injection.

. The incsitcl triphosphate injection together with the sperm does nct
increase the final ICSI performance in pigs.
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