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Ravinidn bibllogritien

céhilas somdticns durante la meduracion, va que on sy aussncls, o descoralenss

aspermatios es retardads v anormal (Thibeull v Gererd, 1870

Por otra parte, slgunas projeinas simacenadas durants la olaps ¢

resuftan imprescindibles para s progresidn complets de la madurscidn, como

wmominado faclor promotor de e madwacion (MPF) (Maswd v Maerked, 1871

kY

antraca de la céivla on metatase. Bl MPF o3

bemtdo por clerias proteines cscliatonias del ciclo celular

Hamadas ciclinas gue son sintetizadas por los ovoclios porcings o 8y

snode la maduracion (Moor et al., 1980)

maco de 7 og 12 mim de

ging més hien

lar como

&
g
e
=
&

aries (Humer, s ovool

seales, sstimudadas por las prostagiandings,

Py el sslide del ovoiio ?&z%@mﬁﬁ et al.,

1975; Walson v Dodaon, 1977)
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Raviskin bibBogrifics

2.1.3. Transporte 9¢ los ovositos hasie ef luger de fepundscidn.

Tras ln ovilacion, los ovooitos en ol inferior de s mess de ofiuas del "oumudug”, entran en
contacto inmadiato con las céhuas cliades que e alinean en las fmbrias, as cuales ayudan 2
ducto. v de este modo alcanzan ¢ "ostium” tubgrico. Una vez agul, son

ke

fpcundaciaon, en las progdmid

s principales el | o ampdar v las ondas de

ot musoular tse en ol mio

fir, pudiendo

» (Blanday, 1969, 18973

TinUtos despuds de la ovdec

BLl LHOIGTes

wnie para mochf
{Baker ot al, 19687, Sato y Koide, 1987; Yang
(Brown y Cheng, 1688) v en el vitelo del ovocito (Yang

i

Yansgimachi, 198% en i

¥y Yansgimachi, 1989

blerde desde o fluldo foliculer a las

secreciones de

e 2448 horas, los smbriones

2004, Wide fenll del ovoolio,

La wigla et del oot

i ovulacion durams ¢ cual
prCing oo
ung vida il relathvamente corla v

COngo,

14
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s aswmido gue ests pédrdida de la fentllidad on ¢l an

td mothada por ung premaurg muene er

snaracion de los zigotos snormalmente fecundados (pollspérmicos,
Kaulmaen, 1988; Hunter, 1989) o an oltos casos se ha sehalado que o que oourre 88 4

aras del ovoclto gus lo {Chang, 1852; Noguds

ot gh., 1988; Dodson of al., 1889), exigtiendo inoluso autores Ous proponen le

Manggimachi y Chang, 1961).

2.1.5. Transporte esparmatico &l luger de fecundecion.

ONAGos, D

la unidn ulero-hy

$




(Huvder, 1984) B lstmo por (o tanto g8

du Bolsson v Daugier, 1868 eng

son sometiddas g un movimeenio

conservan

aproxier s {(Mumier, 1984)

Cuargo la ovylasidn

5 B

b o posible la libers

(Murier, 1980 &g

it

1970, 198%; Chang v

charnenity

ngiiive en 8l resen

5 sapermdticas, con reservas matab

.

Reviaitey bibllogréfice

I sapermdticn luncionat (du Meanil

siticas limdiades,

geundarte durants

¥ Musver, 1975 Vesagimeohl, 19070
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2.2.1.1.4. Medios de iavado.

Los medlos utilizados para B recogics de ovoolos meduros, 88 cecl, para s aspiscion ded

contenido folicular o 9f lavado de s Wz oviductad, pare of transponte de los ovarlos v oviducios,

sripulacion v levedo de los ovoolios anies del cocullive, elo. e consideran en conjurto oomo

medios de lavado. En general deben cumplir ondiciones de pM v temperaiura adecusdos

se acerquen en o posible a ias del Ruido folicular v oviductal

fsiologico concrslo de estas células, pars svilar que pusdan sultr cuslouisr slieracion durante o

desarrolio de los diferenies pasos pralimineres del programe de FIV. Ademas, deben proporcionar

sustralos energeticos @ ones Ino

as etendido es ¢

3

rmalments i antibidtico

(Hagal et al, 1984; Toyods ot al, 1884, Yoahide, 1887

OCHDS, va sea mediante lavado de los

oviductos po iculos preceadiatonios, e medio

emplaado s cw porcing s be ulizado g osolucl

res yilizan tembién pars o cocultd

E

iy e

os gamatos (Magel of al., 1984, Nalto #f al, 1948 sungue @ de uso Més comun es la solucion

e

saling lamponeds con foslato desorita por Dulbecoo (PESDY B PEED es une mezcls gl

icaments

s recueridos pars ¢l mantenimianio de g
swﬁ%mm gstruchural de las colulas " Vg’ A esle mezcla se susle ahedl s su ulizeciin oon
ovachos porcings 3-4 mg/mi de alburming sérica boving (B5A) (Cheng, 1988 Nagel ot &b, 1988) v

}
en aigunes Casos 82 anaden ademas piruvalo sodico, glucosa v kamamicing (Cheng, 1985; Matticl
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202, Erpsrrgioesides.

capariag sunoue odavis no pusde

nc ¢ pusten proceder de

08 O oides de

e

esnarmaltzoes

iraclo sxpermenial

=

mibrana plasmatioa

% tiehicio al cordacto oo

COMDONSMes & 2 supetl

racionado con o hecho

978 v

Hege ol gl 1984, 1980 o

= e
tacion, v aungue fos resuitados de
an esparmeloroties avenulados

seoiches epklidimales (Cheng, 1985)
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Hevision bibllogedtins

Por este motive, la mayoria de los trebajos sobre fecundacion "in vitrs” se realizan actuaiments con
espormatozokies procedentes de evaculados (Yoshide of al, 1990; Nage!l of al., 1990; Negsl v
WMoor, 1960) Esios espermalozoides se obtienen mediante recogida por e método manual v a
contiuacion, ia mayorla de los autorss, willzan una pequefa porcidn de la fraccion rica para

comenzar e proceso de capaciiacion in vitrg”, aungue en ocagiones se utiliza o semen después de
magclarto con un diluyerts comercial (Bacol, 1968, Mattioll ol pl., 19880.b.c, 1888

2.2.2.2 Induccion de la capaciiaciin v reaccidn acrosdmice
Los primegros intentos de capecitar espermalozoides ds verraco gro”. aungue sin

¢

resulado positive, pertenecen a ta décads de los 70 (Harme v Smidt, 1970; lieni ot gl., 1978).

El método descrito por Paviok en 1981 constiuye la base de los sisternas actuales de

capacttacion no sélo por of medio de cultivo uillizado sino por la metodologia de la téenica en sl B
mecio que uilizd era. &l igual que pare & fecundacion, o TOM- 199, pero o suplermentd con §791 mM
de piryveto sodico, 2'82 mbd de laciato calcico. 308 mM de glucosa, 20 mg/mi de proteinas

oiiizadas de suero de temerc. 50 Ul/mi de penicliing v 30 Ul/mi de sufleto de sstreptomicing. La
concentracién gue utilizo fue de 2-14 x 10° esp/mi. @ tiempo de preincubacion de 4-5 horas v el

o

votisrnen de medio en la pred 31-0'2 ml, a una temperatura de 37°C. Este autor concluyd

gue et lavado de los espermalozoides v sy incubacidn & una alte concentracitn, junto con la

concantracion aumentada de laciato cilcico v protelnas de termer o eran los principales factores oue

?i
"i?

al parecer influlan en el oxito de b capaciacion. S embargo, en este trabsio se utlizeron ovociios

libres de zona pelucida, por o gue los resultados de penetracidn deben interpretarse con precaucion,

En 1986, Cheng et al. modificaron sustanciaimente la técnica de Paviok puntuslizando
algunos aspectos v simplificande otros: afirman gue la incubacion de los espermatozoldes en un pH
aicaiing {7'8) afecta al pH iraceluler o desplazs a los faclores decapaciiantes de ia superficle
saparmatica, que o aumento de la conpentracion de calcio del TOM-188 hasta 472 mM, que va

utitizare Paviok (1981), mejora sustanciaimente los resultados, v que no son necesarios medios
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complejos como o TCM-199 para o 9}*“%2%1%@%@%@ de las muestras antes de la preincubacion,

£
sustituyéndolos por soluciones salinas simples tal como indicara Yanagimachi (1981}

Cira imporants ﬁ;}&é“?éﬁ%f@tﬁ?‘é de estos autores consielld en la descripeitn de un mdtodo
aitarnativo para la capaciiacion con resultados semelantes gl tradiclonsl, basado en la conservacian
de los espermatozoides a 20°C durante 16 horas, centrifugaciones v posterior preincubacion durante

tan solo 40 minutos (Cheng et al, 1986} Este mélodo ha sido posterormente utbizado
comprobandose que los espermatozoides conservados g 18°C por un periodo de tlempo de hasta

tres dias pueden ser capacitados con resultados Sptirmos (Mattioll et al., 1889)

A partr de enionces nUMETsos autores han wilizedo estos dos mélodos de capaciacion

para diversas i

s MG o menos importanies.

88 uN PDroceso <§§} e

espacke porcing se siguen utifizando temperntures de prein

Nagai et 8l., 1990, Nagai y Moor, 1990}, e proceso tiene lugar mas eficlentemente a la temperatura
de 3970, como demostraron Berger v Horlon en 1968,

22222 Concentracion espermatica o

ante g preincubacion.

La conceniracion espermatica durante la preincubacién ha sido objeto de diversos trabajos.

5,

Niwe y Chang (1974) observaron que despuds de preincubar los espermatozoides de rata en forma
diluida los niveles de penetracion eran mayores que cuando se preincubaban en forma concentrada,
Sin embargo en la especie porcina parecia ocurrir lo contrario, va que probando concentraciones de

espermatozoides eyaculados preincubados durante 4 horas desde 25 hasta 40 % 10" esp/mi. se

30
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obtenian os mejores resultados de penetracion con 40 x 10" esp/mi (Hamano v Toyoda, 1986).
FPosteriormente estos autores [(Mameno & al., 1988) demussiran que se pusden consegulr tarmbién

altos porcentaies de espermatozoides capacitados preincubando g concentraciones de 78 x 107
ssp/mi, siempre que o medio se conglicione mediante la Incubacitn pravia de suspensiones de
espermatozoides de 20 x 10° cel/mi durante 4 horas, o de 40 x 10° esp/mi durante 2 hores, de
manera que se acumulen suficlentes sustancias actives estimulantes de la capacllacidn espermatics

y e la reacclon acrosdmics

ambargo, con @ sistema desarroliado por Paviok (1987 los resultados indicaban gue ia
concentracion idénea para la preincubacion se encontraba entre Iy 14 x 10° esp/mi. Por egte motivo
diferentes sulores decidisron utiizar en sus trabejos la concentracion de 2-4 x 10° esp/mil para la

preincubacion (Cheng et al,, 1988; Eng et al., 1986, Bacci, 1986; Yoshide, 1987, Nagai et al.,
iget)

22733 Tempo de preincubac

Cuando ias suspens

&8 dle rala se consernvan en el incubador de 00,
cduraria 98 1. 2, 4. & 8 horas, los

suitacios se obtiensn con preincubaciones de 05 a 1
hora (Toyoda v Chang, 1974) En lg especie porcing la sltuacidn no s 8 misma, pero despuss do

probar con diferentss valores, parece existir uynanimidad entre los diferentes autores en cuanto a qus

g tiernpo optimoe de preincubacidn es de 4-8 hores, No obstante, cuando los sspermatozoides han

sido previamente conservados a 2070 durante 18 horas, o termpo de prelncubecidn neceserio para
lograr la capacitacion es de 40 mirntos (Cheng et al., 1988) o Incluso menor sl se wtiliza un gradiente

de Percoll antes de la preincubacidon (Mettioll of al., 1988c, 1989

22234 Composicion de los medios.

Desde gque Toyoda st 8. (1971) refireran por primera vez e éxito de la fecundacion “in vitro®

de ovooios de raton utiizands un medio "guimicamente definido”, los maedics para la capaniiacion
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espermética se han simplificado enormemente (Yanagimachi, 1988). Los medios usados hoy

comunmente para inducl la capaciiacion "in vitro” son diferentes en funcion del momenio de la
tdonica a gue s haga rederencia Agl b mavoria de los autores han desechedo actugiments e uso
del TCM-199 para los lavados de los espermatozoities durarte las suceshvas centrifugaciones v

resuspensionss, sustiuvéndolos por medios tan simples como la solucitn saiina suptementata con

BSA (1 mg/mil, ya que se ha demostrado que esta Glitima desempefa una importante funcién en la

capacitacion y reaccion acrosomica "in vivo® al sliminar el colesterol v tos dcidos grasos de las

membranas espermaticas (Go y Wol, 1888 agl wohe ariugr rarsporiando determinadas

sustancias hacle la membrana de los espormatozoides (Melzel, 1985 v mameniendo la motiidad
aspermatica (Fraser, 1888) Por otra pare. durante la preincubacion, Ios autores que utlizan of TOM-

199 han sustiuido las proteinas de ternero lioflizadas que usars Peviok (1881 por FCS inactivado

wi de calclo en e medio de cultivo hue

wiir o ng, los 2792 m de lactalo

Crre medio de outive ampliamente 2

zaclo sn la oBp cion de espermalozoides de

jun Toyode y Chang sn 19 o uthizaron para g FIV ge
a muy extendido entre los grupos de investigecidn japoneses,

rasultados de penatracion v polispermia  semejanes a los

La imporar

i del pH durante la capacitacion fue sefalada por primera vez por Cheng et
@i, en 1986 Esios autores consideraron que sl los sspermaioroides emn sometidos duranis i
precubecion & un ol alcaline de 7B, sumeniabs o Taclidad para sliminer determinadas

ahicn

arenian o espermaiozoide decapachadn,
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Desde entonces numerosos autores utilizan un pH de 7'8 para la capacitacion espermética (Cran y
Cheng, 1986; Nagai et al., 1988, 1990; Yoshids, 1987, 1089)

{'w

2.3.8 Vargciones individuales.

Del mismo modo que no todos los espermalnzoides procedentes de un evaculado o de un
epididimo se capacitan a la misma vez bajo las mismas condiciones. l0s espermatozoides en
conjunto de algunos machos pueden ser capacitados més faciimente que los de otros de la misma
aspecie (Yanagimachi, 1888) En o caso del verraco, las variaciones individuales han sido descritas
en cuanic a los resullados obtenidos en los porcentajes de penetracion v de polispermia a partr de
espermatozoides tratados en las mismas condiciones (Mamano v Toyoda, 1988; Nagai ot al., 1988;
Magel ot al, 1939; Napael v Moor, 1989

22237 Células somalicas

Segun Gwatkin et al. {(1972) las células del “cumulus’ del hamster pueden capac

espermatozoid n ninguna contribuck tracto genital femening. A pesar de elio en ia

mayoria de las » parece probable que sean responsables de la capeciiacion Yin vive

(Yanagimachi, 1988 aunque si pusden comribuir favorec

wioda, "in vitro”, su electo beneficioso
ha sido demostrado madiante !

cion de los resullados de FIV, por lo que no se pueds saber
con exactitud sl elercen una influencia real sobre ol proceso de la capacitacion por &l solo, sobre la
reaction acrosomica que es o mas probable, o incluse sobre ef propio ovoclio, auncue sea evidents
gue mejoran los porcentajes de penetracion. Es probable gue las células del “cumulus® influyan
positivarmente

ara que 108 espermatozoides preincubados completen la capaciiacitn v que las de
ovochos madurados In vivo” sean mas efectivas gue las de ovoclios madurados in vitre® en esta
funcitn (Megal of al, 1988

Por otra parte, reclentemente se ha demostrado que las oélules de! oviduoto afadidas &

maedio de cultivo influyen favorablementa sobre ta motlidad espermatica manteniéndola durante un
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menor. Esto se ha confirmado por diferentes trabaios reslizados wtiizando tem

cocultivo, Azl cooultivardo tan sdlo durante 4 horas ovoclios libres

alcanzado porcentajes de penetracion del 100% (Paeviok, 19811

Tambian ¢ O

i sﬁ 1
. 1084

&

tres horas o

SO

wéﬁ&%@i& de pansiig

CHIT SO0 T

¢ rificultag

fas 11 horas (Tovods of al, 1984) Hay

aue en las pruebas re

de 6-8 horas (TABLA &

asg MOMmanto no 58 obtienen i

simtema de FIV y muy o

85 la concenracion de espermstoroiies

o realizados demuesttan una gran

% TSy semelanies se obflenen

[
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TABLA 2. Electn del Hempo, concendracion v volumen del
pengtracion v pollspermia en la FIV porcing
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maedio sobre ¢ éxito de la Tecundacion. Existen dos tipos de lendencias: la utilizacion de microgolas
de medio de cullivo 0204 mi, Negal ¢ g, 1884; Yoohids, 1987) en las gue se deposiian los
assparmalozoides v ovochos, que poglerormente se cubran con aeeite de parafing, v la ulilizacion,
mis frecusrte, de un volumen mayor de medio de cultive (2 mi, Cheng ot al, 1988; Eng ot al,

1986} on e interior de ung peguefa place de Perrl sobre Ia gue quedean suspendidos libremenie

wochos v espermatozoides, En cuanto @l nomers de ovoclios, lamposs se conooe sy electo, pero

@ mayoria de los sulores utilizan entre 10 v 15 por placa o microgols

2.2.3.4. Condicionss ambilerdales

r dudas en la act

alidad sobre o temosraturs des! de conulthvo e g FIV

porcing, desde que Dheng presentara sus espectaculares diferencias en 108 niveles de penetracion

s

tz

19°C (Cheng, 1988) Hoy dia la mayor pante de los autores utlizan temperatura

wilizando 37 38 ¢

o

o

L

i

&

de 3870 o 1a mas adecuada por su aprowimgcion a las condiciones

raturaies durarde la

ar un 5% de 00, en la atmodstera durante i

g martener un pH isioldgico de 7'4 en la mayoria de los

o

: s Asl mismo, la atmostera

Lk T Ty ot
HUD, en sy composicit

2.2.3.5. Med

Actumimente, v & la vista de los trabajos reslizados por los diferentes aulores, se pusds
afirmar que la FIV en la especie porcing s6lo se ha conseguido utilizando como medios bésicos o
KRBm (Magal et al., 1884; Toyvods ¢! al., 1984; Eng ot al,, 19868; Hameno v Toyods., 1986; Nalto
ot al., 1988, 1889) v of TCM- 198 (Paviok, 1881, Cheng, 1988; Cheng et al., 1288; Cran v Chang,
1686, Stephans ol al., 1988, Beccl, 1988; Lu of sl., 1987; Youbids, 1987, 1080 Matiioll et al.,
1968a,b,c, 1989; Yoshide et al., 1990; Nagal v Moor, 1900; Galestl et al., 1991).
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m

ST KABmM es basicamente ¢ mismo matlio utifizado por Blggers et &l (1971) o Mivamoto v

#

Chang

matho, también lamado TYH el afiad

.

1873 excepto gue la cantidad de cloruro sddico es de 946 mib en vez de 1142 m Bale

i BOA (Toyode, et gl, 1971 a8 he ullzado con &xdio en s

fscundackin “in vitre” de varlas especies como rates (Mlvamolo v Chang, 1973). ~velas (Bondioll

firltani ot 8., 1984, ademds de lg especie porcing,

EE

¥ Wright, 1883} o vacas

£l TCM-198 s un

tuente rutriclonal totalmente definide pars cullives celulares. A pesar de ser un medio muy completn

£ o .4 o
LALHTHRMO M

i

Las sales mineralos en ¢

sarias pars mantener una osmokaridad adecusda ¢

cfficn de cads uno de los iones. Concretament

to del ok oen T4 ouany

voun 5% de G020 B calclo, on ag‘}{%ﬁi&%{fif}

# fusion espermatorcide.

%g%m&@ﬁa 19282 Cheng, 1885 o

Lanis, 88 ne

sario suplementar
midd (Paviok, 1681, Cheng of &l

. pEra consegulr resultado

iy

potimos en la PIY

2 suptemenian o medicg

zados para FIV, lanto o TCM.

¥ acido plravico, GQue permanacen oomo susialos

g oonultive, o moecins.

=
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Para custouler cultvo celudar, o medio 3 lns condiciones amblendsies mas

parsckias a sgueliss que Yenen lugsr "in vl

seran capaces de sobwevivin, crecer v diferenciarse. B prli

gl FOB Este es ung mezcle exdromedameants ¢

diterontes aclividade
1888 Enls FIV porot
8 kg necesidad de testar v evalu
que existe entre ellos {@%%‘%%
desnatura

AEE)

S

£
L

o8 medios Do

remdiados de P (Metiioll
cacion

3

supismertEcon m

5 COMD 8% & caso de

clesdo comg indeador de os

encia de 0 que oourre

&4 necesaro %“{«y ¥ tefir pre

LBSIn Que BU alto oontarndd

&3

¥
mhinlas esiructuras gue enconbiamos en o interior
La mavyoria delo

por Ghang en 1852, oulen emples gtanol acdlico

i 1% de laomeld para la Uoeldn, Como oolorants
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wiede utilizar s orceing @ 1% y en ambos cas0s la observecidn e realiz

microscopio de contraste de lases o con MNomarskl

Actughments se ha demosirado que 38 pueds utilizar i centrifugacion para s visualizacion

chal interior dal ov 3 sin necesided de Haro v detsner por tanto su desarrolio (Wall et 8., 1988).

i 1

Esta tdonica Hene ¢ inconvenienta de que al desplazer todos los lipldos hacla una zona del ovoolio,

SUTESCEIATNOS Ine esituchures oue queden debalo de ellos auntue nos permils

Plas gue quedan 7 zong Hbre do log mismos.

G e

achios de maduraciin nuclear del ovocito (un ovoclto

50 pustie oo madurs cuanlo e

ugntra en Met I v se observa i presencia de un
CARBG) v por olra, @ Gxlio o no de e tlecundacidn. Para conslderar
y rmasculing, con el resto de la colg
s polares, esto no slempre oourre
desprends debllo o colovanis, &

ar U gse ovonido no ha osido normaimente feoundado, o no 8s

la cabeza sapermdtice. Por esde mothvn, iarebien es vilido como

fior ded vitelo, de cabesas Bapern natioas asoclede

ion (Cheng of gl, 1905; Metticl ot g, 1988

coy colas en b

sortiensa

Magei v Moor

no. también con el resto correspondiente del Bagelo

1988 Nagal ot gl 1990; Yoshigds, ¢ sb 1950}, acompafudos en todos los

renine. Sin embargo, cuando por causas experimentales, e proceso se

bign se ulilize como wio de lscundacion ta obssrvacldn de segmentaciones

blastdmeros con raglecs normales (Cheng of al, 1988, aunous glgunos autores

2 induch 8 error gl exdstly la posibilidad de confundlr embriones

% acivados perenogendlicame e (Beool, 1988)
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2.2.8. Porceninjes do penstracidn y polizpennie.

El principal problema gue se presenta tras ls utilizecitn de i tdonios de e FIV en la espacis
porcing es ¢l alto porceniale de ovoclios penstados por mds de un espermatozolids, cue on 8
mayoria de los casos es supsrior i 80%. Este problema disminuyve enormamaents e eficacia del
sigterna de fecundacion. En iz table 2 quedan reflelados ios mejores resultados obtenidos en los

diversos experimenios reallzados por cada uno de loy aulores.

2.2.8.%. Factores que influyen en ins

sultacios de penstmciin v polispermia

&

s0s, as razones de o glevada pollapermia "in Witrd” son multiples

Es evidents gue la reaccidn de zona en @ ovoclio conullhvadn ne funclons o

totaliments slectiva, habigndose demostrado que en condiciones “in virg” hay uns Incorrecta

dispersion gl co originads por e nadecuado ratio

caicio/ magnesio existents en ¢ medio de

L"N

g dad Suido oviductsl porcing
{Cran v Cheng, 1988). Esto en parte pusde deberse 3 que. como bxiiod Hunler en 1990, 1a ides de

gus los medios de culihvo uliizados estdr definidos es une Busion, ol nimero de

sspermatozoies anadidos no es en modo

productos de degrad

or olre lado, los lactores mencionados an ol presente caplivio, undamentaliments ¢ Yempo

de cocultivo, fa concentracion de espermatozoiges v of volumen de medio v nUmero de ovooitos,

f?

imervienen con seguridaed en la apericidn de fecundack

rrdcas (Munter, 1990}, porlo que
serian nacesa studios mas eamplios destingdos a2 sumentar 2 glicacia de los slglemas de FIY

Otro factor & tener en cuenta es Ia presencia o ausencia de oélulas sométicas. En la especie

porcing 98 ha demostrado reclertamente que las células del "cumulug” faclitan la peneiracion del

aesparmatoroide v la formacion del prontcles mascuing (Mikuehi ef el, 1891). Quedarla por

determinar ¢f electo que puedan tener estas células sobre ins 1ases de pollspermis on esta espacie.
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Por otra parte se podrln pensar a6 célules del Tocumulug” sald

retacionado con la acclon del 4o

y& Gue 59 ha demosirado qus

o8 gicosaminogiicanos del Buldo folioulr Wolto blalurdnico,

importames activided promotors de b visbilidad de e

a8 ha dernostrado en o oerdo s importancis de g

owvocho porcing mantengs su perstrabliided. Los ovoclios madurados sin

B 14
osis prematura de gré

icas (Gelesll ot 8l., 19

@
E

e granuosa, en Indicwos evertido

acdos wdio an prese

2 25 horas antes de it : adicitn de

g win ol

penetracion (Nagal v Moor, 1990

soitn y polisperria segun la

pDrocedencia ¢

sickla de los ovoclios foliculares

POCINOS DOSEe uNa CoMmposh

Cheng, 1888}, parecerla obwio

iz oen g g

ssparmatozoids para atravesar amb

G entre ovooios con diferenias I

te permanencia en e fuldo oviductal, este hecho ha sido tambidn constalads en estudios realizados
en el hamster dorado, donde se han cbservado diferencias entre 1os ovociios toliculares vy oviduciales

tanto en relacion a la estructums

de los ovonltos, 8 las células del Toumulus oophorus” v 8l
vitelo (Yang y Yanagimachi, 1989), como a nivel de la composicin glicoprotelea de s zona peliicida
(Bakai ot al., 1988; Yang y Yanagimachi, 1989), sugiriéndose que este (itimo aspecto pusde estar
relacionado con funciones de la zona tales como la induccidn de la reacolén acrosomica, s
prevencion de la polispermia o la pioteccién de los embriones antes de la implantacién (Yang v

Yanagimachi, 1989} Cheng (1985) compara los resultados oblenkios con ovoolios porcinos

43
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madurados "in vivo”, tomando como referencia el tlempo ranscurtido desde la administracion de la
HCG, y observa que la polispermia es muy alta tanto en ovocitos foliculares preovulatorios (36 horas

post-HCG) como en ovocitos oviductales que podrian considerarse envejecidos (50 horas post-HCG),

mientras que en los grupos de ovocitos foliculares fecundados tras 8 horas de cultivo (42 horas post-

/

HCG) vy los oviductales recién ovulados (42 horas post-HCG) el porcertale de céiuas fecundedas

normgimante os del B8

Lu et sl (1987) estudian la influencia de la edad del ovocito sobre la pendtracion,

concluyendo que log ovociios obtenidns del momenio previsto de la

B uUe Dreserian mayores porceniaies |

I vilro™) sobre abiiidad v ¢ porcentaje de fecundaciones

i, mientras que Toyoda et al. en 19684 afirman que & final del periodo de

n se iguslan para ambos tipos de ovoclios, v las variaciones

won minimas, Mivano et al. (1990) sefalan gue aungue los niveles

A

de penslracion no vareron significathy

e sspenmatoroides gue penelraron

n los ovoolios madurados Tin vitro”

icativamente mayor gue o nlmers que pengtrd en los

of madurados Tin e tanio foliculares como oviducial

iy verss muy afectados en funcidn

P

a)

WS PO obta causa, se Uende a utiizar dosis

an a testar & semen do difersnies verracos v seleccionar ¢ mas

cugiquier pruebe, va que se ha demostado que ios resultados de

pengiracion y polispermia pueden egla s por ¢ individuo utllizado como dorante de los

espermatozoides (Hamano y Toyoda, 1988; Yoshide, 1987; Nagai of al., 1988; Nags! ot al., 1990).
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3.2.3.5, Vanpulacion de los ovoslios,

amo g medio de lavado como o poolilo de recogice se mentuvisron hegle 8 momento de
su utlizacion en el interior de una esiula pondth & 37°C. Tres la recogida, of pocillo se shud
rapidamente bajo un estersomicroscoplo (EMZ-2PB, Melll) para localizar los ovoolos. Una ves
visualizados, se introdujeron mediante aspiracin, utiizando el exiremo romo de una pipeta Pasteur
adelgazada conectada & una cdnula de silicona, en el interlor de un tubo estén de 5 mi gue contenia
medio de lavado a 37°C, transportndose al laboratorio a esta tamperatura,

En todos los casos se procurd que el tempo transcurtio. desde la recogida de los ovocios

de la primera cerda hasia la Yegada al laboratorio, no excediera de 2'S horas,

Una vez en ef laboraiorio, ¢l contenido de los tubos fue vertido en un pocilo estérd stuado
bajo otro estereomicroscopio (SMZ-2, Nikon) en el interfor de una cémara de flujo laminar horizontal,
Junto al estereomicroscopio, $6 colocd una placa calefactora (Plectronic $-157 /1004, Selecta) para

E

mantenar constante la temperatura det medio y de los pocillos durane toda ta manipuacion.

ovocitos fueron lavados tres veces en medio estéri y por Gitimo se introduleron en pacas de Petrl

que contenian 2 mi de medio de cocultivo, distribuyéndolos al azar en grupes ge 10-15 ovoclios nor

Estas placas se depositaror: en ol inferior del incubadar de CO, a 39°C de temperatura v un

da CO, en alre momentos antes do proceder

&

s la inserinecion espermdtics,
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3.3. PREPARACION DE LOS ESPERMATOZOIDES.

3.3.1. Ubtencitn de espermatozoides.

& han wtifizado un ttal de 10 verrecos de razs Blanes Belga v de 2.3 afos de edad con un
ritmo sexual de un salto cada tres dias. La oblencién del semen se sfect mathante ¢ método

manual, utlizandose exclushvamente la fraccién rica del evacudado. Se desecharon tewins oy

iy

&

a008 Gue no cumplieron las siguientes condiciones:

Congariiacidn » 800 x 107 esp st
Motiidadg . = TERS
Mortoanomaies <« %

Las dosis seminales fueron preparadas uthizando un di uyarie comarcisl (MR-A) (Martin ot

al., 1983} v ajustardo o ndmero ol de esparmalozodes por dosls, ¢ volumen de la dosis ¥ &l

grado de dilucion a 3 x 10°, 100 mi y 1.10-1.15, respectivamente

s dosis seminales fueron transporadas al laboratorio 8 18°C permaneclendo & osla

¥

temperatura duranie 24 o 48 horas hasta su wil

w
&
&
i
m
&
&4
i
-t

Todas ias dosis seminales obtenidas de este modo fueron contrastadas & su legada af

laboratorio y de nuevo en e dia de la experiencia, sliminando aquelias gue no hubleran soport

debidarmente las condiciones de conservacion bien por contaminacién o por retiuccion de s motlidag

y/c del porcentaje de espermatozoides vivos. 530 se consideraron como v

ias stusiies dosis
serninales carenies de conaminacitn, con una motidas superior al 65%/2'5 y con un porcentale de

espermatozoides vivos por encima del 70%. Esto Gltimo se valord mediarme tincidn viial con Azl
el o 2% on TOM 100

o
W
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3.3.2. Capacitacién y reaccibn acrosbmics.

Parg induchk s capacitacion v resccidn soredmics se willzeron dosls seminades de 29
varracos consenvades g 18°0 dursnte 2448 horas, Le metodologle smpleads fue bisloamenia
descrita por Chang, of al. (1888) con ligerss movificaciones (Vamuee, 1991)

Una vez reslizads la seleccitn de las 2-3 mussiras o uilfizar, se g:;w:; it Bl lavado de

espermatozokies. Bl primer paso coraistis en i conpiiugeaidn (D1000-88, Jousr) durante 3 milmios

& 100xg, recogiindose ol sobrenadante. A continugcion se resiizaron 3 lavados & 1200xg durante 3

minutos cada uno, resusperglisndo en cads ceso o sedimardo oblenido con BLE 8 37°0C Bl "peliet”

Bt

!

resultante, en ol Gue se encontraban sapsrmaioroides procederdes de g menos 2 machos o8

e reconstiuye gote & gola con 05 ml de medic de prelncubeciOn slemperado a 3770

Posteriorments, se ajustd la conpentrach

T oEn un volumen tolal

de 3 mi de medio de preincubacion

Pow Gltima, se reglizd la prelnoubacion de los ssparmsioenides durarde 80.70

en condiciones araerobias.

3.4. COCULTIVO.

inmedialamente despuds de finglizer s preincubecktn esparmitics, 30 malizd la Inseming

de g ovochos oon ung concentraciin de ssperrmatozoides determingds pora cads experencis Por

ggte mothvo, uns viz fnadbado ¢ tlempo de prencubacion, so ofoctud de nusvo s tingidn

§eon
Azt Teipan 8l 2% en TOM-198, determinando ol nimero de sspermalorcides vivos v sfadiendo ¢
volurmen adecuado para oblensr la concentraciin fingl de sspermatoroides desssde on of conultivo,
Aquellas muestras cuyo porcentale de espenmatnzoldes vivos posipreinnubaciin fue inferor 8l 50%

a6 desscharon. Tras la nseminaclon, se procedid 2 dectusr un suave movimlento de moleldn

i

i
i
s
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permitiera la distribucién homogénea de las células espermdticas en e medio de cocultivo.

& ciitorertes tempos desds ¢ comiarzo del conultive, 1as places de Petrt gue contenian los
avoolios v espermatozoides so slluaron balo o estersomicroscopio v mediante una pipeta Pasteur
adelgazada en su extremo, hasta un didmetro ligeramente superior al del ovocito, las céiuies del
‘curmdius oophorus” v de s corona radiads, unto con los espermatozoides adheridos a la zona
peltcida tueron eliminados po7 sucesives paess 2 travds de la micrapipeta. Bl procedimiento se
rmalizd an gl menor Sempo oosible v s considerd lnelizado cupndo se obsarvaba 1o zona peltcida
de todos tos ovoclios libre de cuslguier particula v tolalmonts ansparents. Los ovociios se

é%‘szmﬁugﬁsz‘m antonoes en plecas con medio de oultivo nuevo haste tanscurridas 1518 horas post-

woltn, momento en ol gue se procedio a su llacion

3.4.1. Experlencia 1. Efacio del tlempo de cocultive.

Fara determinar la i o0 de conttacto enbre los ovociios

5

ica), sobre los porcentaies de penetracion v polispermia se procedid a eliminar

y la masa esperm

@l exceso de calulas Mgww‘%. cas dal © 4.6 u 8 horas {experiancia 1a) 0 1 a64

horas despues del inlcio del mismo { cda Th pordinuango ol cultivo de los ovocitos hasia las

Los ovoclios fusron siusdos en un volumen de medio de coculive de 2 mi v s
concentracion final de sspermatozoldes fue de 12 = 107 esp vivos/mi. Esta concentracidn se villizd
para poder chtener penglraciones polispérmicas en el menor tiempo posible de cotultivo,

El nipmero total de ovocltos wtilizados en las sxperiencias ta v 1b fue de 322 y 427,

@

5

respectivamente, con un otel de 5 replicados en cada una.
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4.2. Experiencia 2. Efecto de la concenbracidn e fien duranie ol

cooultiva,

El objelive de esta experiencia fus determinar cusl era la concentracion minima de
espermatozoides en o cocultivo que asegurase los médmos porcentajes de penelracion vy
manospermia. Para ello se emplearon concentracionss fnales en ¢l cocultivo de 3 x 10°, 6x10°%y
12 x 10° esp vivos/mi. El volumen de medio utllizado en el cocuitivo fue de 2 mi v la eliminacion del
exceso de células espermdlicas se efectud a las 4 horas de cocultivo en base a los resultados

obtenidos en la experiencia 1

El numero total de ovoclios wilizados fue de 313 en 5 replicados.

.4.3. Experiencia 3. Efecto de la presencia o ausencis de células de! "cumulus”.

El obistive de esta experiencla fue detsrmingr ¢l la presencia de lss  cdlulas del "cumulug”
rodeando al ovocto slercla un efecto posithve sobre o penetraciin v monospermia. Bl terming
presencia de células oel "curmulus” debe ser entendido en un sentido amplio, va que incluye la matriz
intercelular del "ocumulus” expendido que mantiene prixdmas 2 estas odiulas an ¢ Interior del oviducto,
al conjunto de las mismas, v a cualquier macromoléculs ous have podido adheriee g los compleios
“oumuius -oveoiio durants su tiempo de permanencia en el Suido oviductal, Los ovochios denudados,
por su parte, inciuyen g todos aguelios que, © blen en ¢l momenrdo de s recogitla, © por difererdss
causas relacionadas con al transporte, carscian de cdlulas & su alrededor cuantio Tusron sometidos

al cocultivo.

Las condicionss del coculthvo en asta experiencis fusron las sigulenias:
- Volumen de medio: 2 mi
- Concentracién de espermatozaides: 8 x 10° esp vivos/mi.

- Separacion de la masa espermidtica’ a las 4 horas del iniclo del cocultivo,
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Bajo estas condicionaes, se cocultivaron un total de 231 ovoclios rodeados de células del

‘cumuius” ¥ 282 ovociios denudados. Bl numero de replicados fue de 6,

1.4.4. Experiencin 4. Influencis del volumen de madio de cocullive ulilizedo.

Fara determingr st ol volumen de medio donds ss electud ¢f cocultive podia infiulr scbre s

resultados de la FIV, 30 compart of volumen mis cominmente utiiizado en is bibliografla (2 mi) con
un volumen de 0'4 mi, permaneciends ¢ numero de ovocitos por placa constante. La concentracion

de sspermatozoides durante ¢ cocultivo v el momento en gue 50 separd le masa eapermatics fueron,

en base a los resultados de las experiencias 1 v 2, de & x 10° esp vivos/ml y de 4 horas,

gspectivamente. Asimismo, teniendo en cuenta los resultados de la experiencia 3. los 282 ovocitos

wflizados en los & renticados estaban rodeados por una gran masa de oéhdlas del "cumulus”

3.5, FLIACION ¥ TINCION.

La tdonica de fiacid

rdama desoriia por Chang en 1852, con ligeres

raccficaciones (Mattiol o

Adas 15-18 horas del cocultive. los ovoclios se sacaron del medio do cultivp v se introdujeron
en maedio de lavado a temperatura ambiante. Previaments, se limplaron culdadosaments con alcohol
{etanct 96%) un grupo de portaobietos y cubraohielos que g8 @ﬁ@&@%&zmw subie e place calefaciom
g 35°C, Sobrs los pottaobietos se dibularon dos neas parslelas de vaseling en serdido longiudingl

con una leringuila a la que se habla corectado una aguia roma de 18g.

A cortinuacion se aspiraron con la pipeta Pastew adeigazads grupos de 10 ovoclios

procurando 8} tomar el menor volumen de medio posible v b} que los ovoclios quedaran
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u

squidistantes unos de otros. De este modo, al ir depositéndolos uno tras olro sobre & portachietos

les acompaio una peauefia gota de medio de lavado. Cuando los 10 ovocitos gquedaron en sus golas

correspondientes sobre e portgobletos, formando una linea paralela a las de vaseling, se depositd
susivarnente o cubroobjetos v se comprimid ligeraments con ol extramo de ung agula, presianando

sobre las lineas de vaseling, hasta gue todas las gotas de medio contaclaron con &l

El siguiente paso consistié en sellar la preparacion. Esto se realizo mediante una mezcla de
2 partes de cera de abeja y 3 de vaselina calenada hasta su licuefaccion. Sobre las dos lineas de

vaseling se deposiaron otras dos de est

mercia de un extremo g oiro del portachistos, pasando

sobre gl cubreol

y molo, &l cabo de pocos segund

5, ambos quedaron frmemente

acharidios g solidific

Finalmente, las preparaciones se introd

sron eny Grgpdo de 45% sobre una cubels gque

tanol absoduto, Mercly v doido acdtico en proporcidn 31 v cuando ss obsenvd ¢

F g traves

gapacio gue guedaba entre of cubreobistos v & portachistos. s8

el
sumergieron totaiments en el interior de la cubeta, cublentas por el flador durante 24-48 horas

Concluido este periodo, 8o procedis g s tincldn de

s praparaciones v a la evaluacion de

olorame utilizado fue lacmoid {Laomoid, Sigma). Para sy %i}fﬁg’jsﬁ?’ai‘:%i}ﬂ B
disoivieron 075 g del colorante en 45 mi de écldo acético glacial (Merck) v se calentd la meacla

&

iGn en un agiiador magnético

inmedistamernie se deld enbiar, aimecendndoss

fitrpcitn con papel de fitro. Esta solucidn

varins meses. B ool momento de sy uilizacitn, el colorenie se mezeld con agus

ionizada en proporcion 4'5.5'5. Fingiments se hizo pesar de nuevo a través de un papsl

de filtro quedando de ests modo lsto para su uso.

Los portacbietos se sacaron del filador v se sumaergieron en cubstas que contenian etanol
absoluto, durante 10-20 minutos. Cuando se exiraleron de éstas, ve secaron cuidadosamente con un

pafic v se de aron bajo ¢ estersomicroscoplo. A continuacion se tomé una pequelia cantidad
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de colorante con una pipeta Pasteur adelgazada vy se depositd una gota jumo a uno de los exiremos
Hires del cubrenbletos: of paso de ia gola de coloramts & ravés de todo o sspacio que quedaba
entre el cubreobjetos v & portacbjetos era controlado bajo ¢ estereomicroscopio. evitando mediante
comprasion suave con ung agula, gue algon ovoolto fuers arasiredo por ef paso del Hguldo. La
svaluacion de las preparacionss se realizd dentro de los 15 minutos sigulentes a la tncidn.

3.6. "VALUACION DE LOS RESULTADOS.

Las preparacionss tefidas fusron evaluadas en un microsoopio de contraste de fases

(Labophot, Nikon). En cade ovoclhio fus anclado

1. Pengtracitn. Un ovociio se considerd penelrado cuando se observd en el interior del
vitelo la presencis de sl menos dos pronuclens v un resto de oola espermalica, o un pronudles v une

cabera de espermatozoids en proceso de descondensacitn con e correspondients Bagelo

e

£n los ovochos no penelrados se anoid e grado de madures nuclesr GV, Met 1 6 8, Ana

y Taio 1),

2. Grado de polizpermis. Se contaron lodos los proniciens masculines observados, gl igug

que las cabezas en descondensacion v las cabezas todavia condensadas en gl intarior del vitelo
4.- Progencia de corpusculos poleres {1 6 2.

4.- (hroe: on algunos casos ge observaron ovociios degenerados, partenogendlicos o no

vigualizables por fallos e la teonica de tincion,
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3.7. ANALISIS ESTADISTICO,

Los porcentajes de cerdas ovuladas, ovulando v aquelias con foliculos preovulatorios entre
ias 42 y las 48 horas de la administracion de la HCG fueron comparados por test Ohi cuadrado.

Do la misma forma, los resuitados en log porcentajes de penelracion v polispearmia en las
diferantes experencias (empo de cocullivo, concentracitn sspermatica, presencia o ausencia de
células del “cumulus® v volumen de cocuitival, 8l porcentaje de ovoclios polispérmicos segun o
ndmero de sspermatozoides que habian penetrado (2, 3 0 mas de 3) v los porcentajes de pronicieos,
sspermatozoides descondensadas v sspermatozoides compactos {dentro de la Experiencia 1) fusron
analizados por test Chi cuadrado, realizendo la comreccion de Yates cuando los electivos tedricos

descendian por debaio de &

La media de espermatozoldes por ovociio ue estudiada por andlisis de varlanza de una via
I

{test de rango miitiple) para las experiencias de tiempo de cocullive y concentracion espermatica

y por prusha T-Student para las experiencias de presencia/ausencia de célidas del "cumulus” y

volumen de medio de cooultivo

El disefio experimental utilizado en el presents trabajo queda representagio enla figura 3 v
en la tabla 5.
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Los resultados oblankdos en o presents estudio se han ¢ o ia metodologla

smpisada. Ln primer lugar se astudia in slectividsd det tglambento de inducclon de e ovidacion v,

5 continuacidn, so evelia i influencia del tempo de cooultive, le concentracidn pepermdtica, la

de coivias del "cumudus’ v ol volumen de medio de cultivo sobre los resullados de la FIV,

£

principaiments en lo refersnte a los porcentales de penatracion v a la incldencla de polispermia. Por

Uiimo, se representan o«

b

starrente o nomweo medio de espermatozcides por ovoolio v los

oroertales de penetracion v de monospermia, oblanidos en las 4 experiencias.

TRATAMIENTO DE INDUCCION DE LA OVULACION.

rvaoen la dable 8 8l BOBZ % de las hembras balades prosenianon ung

al wrmtarmiento de ing

W de e ovidgelan, hablendo fingizado ¢ procsso

rederiras gue an el 10°46% restante e obsarvd al menos algun purto
on (TABLA 7). A pantir de
siguleron tos més altos porcantajes de cerdas

Pmomenio de la recogida de los ove

42 v 43 horas, ¢f porcentaje de hembras con foliculos preoviiatotios

wire no concluido g ovilacion, se aprodmo sl 50% (FIGURA 4}

respuesia no efectivae para los fines perseguidos

en el momeno de lo ervencidn quirtrglos se observaron fodloulos

gwoeito de gllog. Por otro lado, o |

roardales
esencia de foliculos quisticos fueron 542 y 4'65%,

-
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Reoultados

T cuBito 8 g calidad de los ovooiios obtenidos, sveluada tras finalizar Ias fases de coculivo,

cion (FIGURA B), los resultados muestran gue la administracidn de gonadotropinas, en

y Hempos sefialados, poov

A oue un 726% de los ovoolios ovilados sean aduros,

snoormrandose blen on of estadio de ves

n reanudando s melosis { 1, A b,

o 1} ooenG o i el cultive Min

wras que la proporcion de ovociios en estadio

Met i es del BU27% (FIGURA 81 lgueimente, lambién como consecuencia del ialamisrio de

whiciones medinen

5 b POl P Bihur e s Degerer aios

1

acion de los ovooltos (n

o

wios de cerdas prepaberes

tedos obtenidos tras s FIY, facidn y







Baomettngdon

milizacion e comirasie

e

o mduro en 8 e 56 obEBTVS cuda garmingl con

schio de dictisto (aprose 1000

=
o
@
5
e
@
S
g

o gue se puede apreciar ¢ wmano del

huso melittion con respecto g d huso meldtico en Telo L con os

CEOSTIOE e, Twooho meduro, en el D En g

potos del
plann endnoado el tso meidtion, gue no 88
ok

corpUscUlo polar fﬁ@;a bl en o cue

visualiza por foco en cual




Hosulindos

4.2, BFECTD DEL TIEWMPD DE COCULTWD. Experlencis 1.

8.2.1, Exporiencia ta,

Ty cAen

s hesouits de glimingr of exceso

. 6 u 8 horas de cocultive (FIGURA 7) se

curiacos fue del BTEE %, sig

g obienido s las 4 v B horas

% o6

wockos cooulthaddos duranis 4
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FIGURA 7. Espermatozoides adheridos a la zona peltoida d

g

Lad

iz flacion v Uncidn {apro 400

gl interior del ovocito por e slanc

Estos sspermatoroides se diterancian de

o evocllo poco despuds de comen

on ol estersomicrasconio (aprox. 40w b, Visualizacion en

tico en el que se encuentran y por ias
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Por oua parte, la proporcion de ovoclios moncepdrmicos (FIGURA 8) obtenidos tras §

(14°81%) v B (1878%) horas de cotultive {"%‘”ﬁs?ﬁ%éﬁ 2) fue Inferiora la

alcareads tras 4 (2BET%) horas

%%} 88 aoercs bastante
3 presertsr 0 edlo 2 espermstozoiies en el coplasma, mientras gus

1'868% de los ovockos, espectivarments, contenian s de 3
telo (TABLA 9, FIGURA 10). Bl nimero medio de

srior & 3, ue plevh o s © hoves haela B24 y
q

slgntas entre sf pero significativarmente diterentes del

de conultive de 6 2 4 horas no alecto al rivel de

ngriar ol nimero de ovoclios monospdnTicos, s decklio

sloctivaments & contacto de los gamelos

eg?*

i mags este tempo e lograba disminulr ia

&
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TABLA 10. Penstracitn "in vitro” de ovociios porcinos madrados “in vivo

horas de ooouitive,

s

3 hewas 133
4 horas 57 25 2T
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% de ovoclios

84 -
8o -
&g
b
o
i 7 % 5 e n  Tiswmpo de cooulilve
IR T (aBFEYTDY BRITRT I

stornides obhaervatos en el

fraericr det cogulthvs {14 hores). Enre paréniesis se indica

mmers de @ de penstraciin en cada tempo.

&

trangiormmacidn de s cabeza espenmdtics en cada tempo, pusde

cheervarse en g lgura 18 gue &l aumeniar o mimero de espernaiozoides que penetran on oovla
ovocito. o o que es lo mismo, 8 aumentar ¢ tempo te cooultivo, la proporcidn de sspermatozcides

gue son capaces de wansformarse en pronuciecs masculinos (FIGURA 13a) va disminuyendo,

mienires que la proporcian de espermatozoldes que a las 16 horas de e fecurdlacion han comenzado
& procese de descondensackin (FIGURA 13b.g) gin feger a former prondoleos, sumenia al

incrementar ol Yempo de comacio entre 08 gametns. De este modo, los resultados obderddos

o)
Lo
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muestran que, misntras que a las 2 hotas de coouliive ol 80'9% de los espermatoscides que
peneatraron se transformaron en prondclecs masculinos, a las 3, 4, 6 v B horas este porcentale
dhisminuyd hasta of 8321, 7140, 46'20 v ol 41722 %, respactivamente v, por el contrario, of porcerntale
de espermatozoides descondensados que no Hegaron a transformarse en prondcleos aumentd desde
ol B'09% a las 2 horas hasta of 18'33, 28712, 4170 v 48'68% & las 3, 4, 6 v B horas, respectivamente.
El ndmero maximo de pronicleos masculinos observado en el inferior del vitelo en ningdn caso fue
superior a 7. Por otro lado, cuando se prolonga este periodo de contacto por encima de las 4 horas
aparecen pegquetas proporciones de sspermatozoldes en ¢ interior del vitlelo gue permanecen con
la cabeza compacta (FIGURA 13d}, sin signos de haber comenzado la descondensacion, qgue a las
2 horas alcanzan un valor del 10710%,

i {771 pronbuisss (w)

Gasvonden, (%}

&

i cowpactes tu Mé%
o
T
%} e |k gapdevs }
voo (LT R sapieve
&0
80 4
20 -
i
$h @n 3h &b &h &h Tiempe ¢8 sosuitive
FIGURA 12 Varlaciones en los porcentajes de espermatozoides, clasificados segin el estadio de

evolucion de la cabeza espermdtica, observados en el interior del vitelo a lo largo del Hlempo.
Variaciones en ¢ nimero medio de espermatozoldes que pensiran en ¢ ooplasma en fungidn del
tiempo de cooultivo,
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TABLA 13. Distrbucidn de los ovoclios, dasfficados pow o ndimero de espermatozoldes en el
coplasma, despuds del cocultivo a diferentes conceniraciones espermaticas.

Gep/mi® | Owechios |
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o
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Heaularios

La figura 14 refieia gréficamente 08 resultados expresados en la tabla 13.
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FIGURA 14, Distibucian de lps ovociios, casificados segin e ndmero de espermatozoitdes
ohservados en ¢ interior del ooplasma, obtenidos tras la FIV a diferentes concentracionss
espermaticas. Entre paréntesis se indica el nirmero de ovocitos penetrados/porcentaje de penetracion

para cada concentracion
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Enousmo g su efecto sobre of ndmero de sspermalozoidas que penatiaron an cada ovocio,
se puede observar en la tabla 18 y en la figurs 18 que no sblo el porcentaje de zigotos
monospéimicos fue elevado cuando estas células estuvieron presentes (B0'97%), sino que la
proporcion de ovocltos cercancs a la monospermia, que contentan 2 espermztozoides en @
oopiasma, fue supsrior &l 30%. Por of contrario, cuando ¢ coculiive se realizd con ovoolios
denudados, sdlo e 39°45% resultaron monospérmicos, v of 38'78% contenian 3 o mds de 3

saparmatoznides en el interior del vitelo.

TABLA 15, Distribucion de los ovooiins sagun &l nUmero de espenmatozoides en su intenor, deapuds
L

de la FIV en presencia o ausencia de células del "cumulus”

e

Tmostos | Espiowe
e panwivados &= 828

“wamalea” | £}
123 16910 152 5 008"
. 109 5368 | 233+ 0087 43 (39'45)° 27 (2477} 15 1378 | 24 2eoe)®

T Grupos con superindics @ErNeD B la misma oolurmms son diferentes (o< 005}

Trupos con superindios Oenios en i rismns columing son difgrentes <D0

o s
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FIGURA 18 2. Owo

s obtenidos del oviducto poco despuss de la ovulacidn, rodeados por ias

céiulas del “cumuius’ v ia matriz de dcido hialurnico, que dificultan su visualizacién a pocos

aumentos (observacion directa en ol estersomicroscopio) (aprox. 10x). b. Uno de los ovociios de la
Hgura &, se observe més daramente en @ plano enfocado faprox. 20xG. €. Un ovociic complelaments
denudado a3 g ovilacion, lumo & olro que estd separado Jdel grupo principal, pero conserva parte
de las células del "cumulus” a su alrededor {aprox. 30x). d. Un grupe de 11 ovociios denudados poco

artes de ser introducidos en una place de Peirl con medio de fecurdacion {aprox. 300
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FIGURA 16. Variaciones en el nimero de espermatozoides observados en el interior del copl

gl
de ovecios oblenidos después del cooultive en presencia o susentls de ofivlas del "cumulue”. Erntre

paréntesis se indica el ndmero de ovocltos penstrados/porcentaje de penetracién en cada et




4.5, INFLUENCIA DEL VOLUMEN DE MEDIO DE COCULTIVO UTILIZADO.
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TABLA 17, influencia del volumen de medio yilizado duwanie @ cooultive sobre la distribucion de los

ovocitos, clasificados segin ¢ nomero de espermstoroides observados en o coplasma.
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4.6, ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE DIFERENTES PARAMETROS ALO LARGO DE LAS
4 EXPERIENCIAS.

Los resullados oblenidos en lag

penelracion, monospenmia v

conjuntamente en as figurss 8y 19

FIGURA 18, Porce
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Dlosusibn

a la recogida desde la unidn utero-tubdrica debido a que la introduccion de la canula de lavado
resulie mas sencila v menos taumdtice desde esta posicion, v por olra parte, ol estrechamiento de
e luz oviductal & nivel del lstmo pueds superarse fclimente con la introducclon de una agula mmag
& través de ta unidn ulero-tubdrica

Auncus en olras especiss se he especulado que las gonadlovopings pusden alterar &
: Fum ot gl., 1988 en
el ganado porcing se ha demostrado que la fecundacién de ovoclios procedentss de animales

ambiente folicular v ser causs de fecundacionss anonmales (e el sl

L P

supsrovaiacdos es normal tanto en cerdas ciclicas como en cerdas preptberes (Deduk v Polgs, 1968;

Polge, 1982 Apovando este hecho. aungue no de forma concluyente, &l 80% de los ovoclios

oitenidos en nuestro estudio presentaron une moriclogs tolalments normal v se encondraban en
mstatase H Tan sdlo un peoueto porcentale de ovoolios eslaban degenersdos en el momento de
g evaluacion de los resultados, siendo muy discutible ¢ hecho de que ggunos de dlos se

pncontraran en esle estado oomo consacusncia del tmtamienio wilzado, va qus

CAUSAES MAs
probabies de su degeneracion seran las condiciones amblentales a que se vieron sometidos duranta

B

#f transports v ia manipulacion antes del cocuitivo. En esle sentido. pudis

b

nns constatar el hecho de
que la las bales temperaturas amblentales provocaron un mayor numero de casos de ovoriios
degenerados. Lo que sl pareca delido al retamiento hormonal es e oldencidn de un 7% de ovoclios
inmaduros preserdes principaiments en cerdas con una respuesta cvidatona muy acusada, pudiendo
dabe

la roturs de foliculos antrales de amano medio va gue este heoho e infrecuente en
condiciones de ovilacion nature (Hencock, 1881, Baher v Cogglng, 1868; Baker v Polge, 19781

5.2, EFECTO DEL TIEMPQO DE COCULTIVD SOBRE LOS RESULTADOS DE LA FIv.

Die los datos de la bibllogratia podria deducirse que of mayor dto obtenido anla FIV
porcing corresponde a los resultaddos presentados por Hamano v Tovoets en 1888, con un 77% de
penetraciones v solo un 37% de polispermia. Sin embargo, estos valores comesponden & zigotos

filados 8 horas después de la fecundacidn, zigotos que probablements presentarian un ndmers mayor
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Dlapanbn

més altos v lambién mavores porcenia e

polispérmicos.

Mo obstante, Do todos g motvos enterionmenle expuesion, consileraos Gus ogle
pardrmetro debe ser welorsdo en cade abomioio e

e Ge e anh

ckiry de la Wonios de P,

adecusndolo 2 los obislivos perseguitios an cada nvestigesion,

§.4. EFECTO DE LA PRESENCIA U AUSENCIA DE CELULAS DEL “CUMULUS".

Otra de las

W T vilrg”
an la especls porcing pusds ser lp Wilzanion de oo

hos go las

Shiee o “ournulug” que acompaian

:

gl ovooko cuando es herado

iy do oo hplurinioo GuB g8 lermag

povm pevekis desoats e porman

urarde un temnpo determinado, puste B

e wn los agemee ge PV v gue de

e ue extpliocen e ol mecio 08 Cotuilen B8 BeRTEAn TS

a ims e Heran luger en s smpolls 98l o

e

o, ducidrsdioss B posibdided de &

prisperTig 8 algun elecio stverss del medio de o

A pesar O que &

s’ en gl medd

de cocultivo, los porcentajes de penetracidn v polispenmia son similares en los ovociios fecundados
con células del "curmdus” v en los fscundados despuéds de ser denudatios. Bin %‘W%&?Q v pen
£0 oourTe o misms pussto gue gl elim
{Cross y Brinster, 1970; Mivemoto y Chang, 1972). Po

madug” we reduos & nivel ce leoundaoitn

. parecy oue s cilulas foliuiares
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13tz 30 rnng encontvsr une i % s - 4
Chibzd podiriprn PO na splicacion pers estos resuliados

as glicoproteines oviduciales, u otro fackor oviduetal, tvieran recepions o

det "curmuius” o se intercalaran entre lg meblr inderceluisr de dcidio ey

aspecin proplo gus presentes en os ovoo

0% oviductales, que o
presentan los ovochos foliculares momentos andes de s oadaoidn. Bsto ;’@%ﬁs W concikdlr con g

ot

“mamduracion” del "curmilus” en @l oviducto menclonsds va por Braden en 1982
uridn podria ol of paso de los sapermplozoldes & aves del “oumadug”, v o
yramales de ovooltos fscurglados en presencla de estas colulas oblenidos en ¢

ague Kikuchi e al. (1991 Por oira parte, e3ios espenm

foon camblo

sustancial que diicullase © reirssese e entrade

romplends lgs unionas establecidas o

rehuckios en el "cumid

2

glicoprotelnas oviduciales mediants los enzimas

.

ocomn consecuencia de la rescoidn

acrostmics, con o gue 38 verla favorecida la penelracitn monoshan

=

ioa

mgora Jde los resuliados de

IO 8N prose

OF FUMETscs autores que afirman que ostas células

3o

' porosdmice (Gemtiin ¢f ¢l., 1872

capaciacion v r

?@zﬁi&giﬂ%@ﬁ%i‘ 1988 Ace

o corns un hecho

probado, quedaria por resolver la cu

e

de como infiuyven sobre i polispermia

8.5, INFLUENCIA DEL VOLUMEN DE MEDID DE CODULTIVO UTILIZADOD.

Mo axisten relar  an porcing sobre i uliizacion de digtintos voldenenes de medio de

rismo autor. Los velores Wilzedos hen sido de 2 el 04 ml, 00

y 01 mil, mantenie

el rurnero de ovoclios précticamente congtarde (10415 Hests shoem, se

desconooan |

de ia ytlizacidn de uno u oo volumen an cuanto 2 o readiados de

%‘?‘

pengtracion y polispermia, ya que no pusden ser comparados fos diferentes trabajos porgus ¢ reglo

4';

de factores b g o el proceso de e FIV oo son conglanis
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