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RESUMEN

La fertilizacion in vitro (FIV), empleada con éxito a partir de 1980 para generar
embriones humanos y de dras especies animales, se basa en el cocultivo de
gametos femeninos madurados in vitro con espermatozoides capacitados. Tres
problemas fundamentales de la reproduccion asistida del cerdo son la maduracion
de los ovocitos, la capacitacion esperméatica y la polispermia. Para poder
abordarlos en el futuro implementamos un método apropiado para la FIV del cerdo
en cuatro etapas: obtencion de complejos cumulo-ovocito (CCO), maduracién in
vitro (MIV) de CCO, capacitacion de espermatozoides y cocultivo de gametos.
Obtencion de CCO. En cada experimento fueron empleados 10 ovarios de
hembras de talla comercial, transportados del rastro al laboratorio en solucion
salina amortiguada con fosfatos a 4°C con penicilina, estreptomicina y anfotericina.
Los CCO fueron aislados a partir de foliculos de 0.3-6 mm de diametro mediante
corte con bisturi; la tasa de extraccion fue ~1.5 CCO/miny la liberacion fue lograda
agitando el ovario sumergido en medio de Dulbecco con antibidticos. Los CCO
liberados fueron aspirados con micropipeta bajo el estereomicroscopio Yy
clasificados por su aspecto: tipo 1, CCO degradados; tipo 2, sin células del
cumulo; tipos 3 y 4 con células del cimulo disminuidas en nimero; tipo 5, con el
maximo numero de células del cimulo compactas y uniformes. Para la MIV los
tipos 3, 4 y 5 con potencial para madurar, representaron el 88% de los CCO
aislados. MIV. Grupos de 30-40 CCO de los tipos 3-5 fueron incubados a 38.5°C
durante dos periodos sucesivos de 22 h en atmosfera himeda con CO, al 5%; el
primer periodo en medio 199 con hormona luteinizante y foliculoestimulante y el
segundo en el mismo medio sin hormonas. Los cambios microscopicos indicativos
de maduracion de los CCO aptos para FIV fueron: 1) aspecto viable (tipo 3-5), 2)
células del cumulo aumentadas en numero y tamafio y 3) aparicion de zona
peldcida. El 77% de los CCO maduraron in vitro con predominio del tipo 5 (37%),
seguido de los tipos 3 (21%) y 4 (19%). Capacitacion. Los espermatozoides
porcinos (adquiridos de Pig improvement, lote No. 337) a una concentracion de
3x10°%/ml fueron diluidos en medio de Dulbecco a 15x10°ml e incubados 1.5 h a
37°C en atmésfera humeda con CO; al 5% para volverlos hipermétiles (indicador
principal de la capacitacion). Cocultivo. El cocultivo de 30-35 CCO maduros con
75 m espermatozoides capacitados (1 CCO/3,500 espermatozoides) fue llevado a
cabo mediante incubacién por 6 h a 38.5°C en 100 ni de medio 199 en atmdésfera
hameda con CO; al 5%. El éxito de la FIV y por tanto de los procesos previos de
MIV y capacitacién fue sugeridoo por la penetracion de espermatozoides al 6vulo.
Con este método podremos abordar los problemas mencionados antes de la FIV
de cerdos.

Palabras Clave: Cerdo, Fertilizacion in vitro, Maduracion de ovocitos,
Capacitacion espermatica, Cocultivo de gametos.



ABSTRACT

In vitro fertilization (VF), successfully used since 1980 to generate human and
other animal embryos, is based in the in vitro coculture of mature female gametes
with capacitated spermatozoa. Three major problems of assisted pig reproduction
are oocyte maturation, sperm capacitation and polispermy. In order to approach
them in the future we implemented an appropriate pig IVF method in four stages:
obtention of cummulus-oocyte complexes (COC'’s), in vitro maturation (VM) of
COC'’s, sperm capacitation, and gamete coculture. Obtention of COC'’s. In each
experiment 10 ovaries from commercial-size females were used, transported from
the slaughterhouse to the laboratory in phosphate-buffered saline containing
penicillin, streptomycin and amphotericin at 4°C. COC’s were isolated by scalpel
section of 0.3-6 mm-diameter follicles; the rate of extraction was ~1.5 CCO/min
and release was attained by shaking the ovary in Dulbecco’s culture medium.
Released COC'’s were aspirated with a micropipette under a stereomicroscope and
classified by their aspect: type 1, degraded COC'’s; type 2, without cummulus cells;
types 3 and 4 with cummulus cells decreased in humber; type 5, with the maximum
number of compact and uniform cummulus cells. For IVM, types 3, 4 and 5, with
potential to mature, represented 88% of the isolated COC’s. IVM. Groups of 30-40
type 3-5 CCO’s were incubated at 38.5°C for two successive periods of 22 h in a
humid atmosphere with 5% COy; the first period in medium 199 with luteinizing and
follicle-stimulating hormones and the second one in the same medium devoid of
hormones. The microscopic changes indicating that matured CCO had become apt
for IVF were: 1) viable aspect (type 3-5), 2) cummulus cells increased in number
and size and 3) a distinctive pellucid zone. Seventy-seven percent of COC’s
matured in vitro with predominance of the type 5 (37%), followed by types 3 (21%)
and 4 (19%). Capacitation. Pig spermatozoa (purchased from Pig improvement,
lot No. 337) at a concentration of 3x10°/ml were diluted in Dulbecco’s medium at
15x10°ml and incubated for 1.5 h to 37°C in humid atmosphere with 5% CO, to
make them hypermotile (major indicator of capacitation). Coculture. Coculture of
30-40 mature CCO's with capacitated spermatozoa (1 CCO/3,500 spermatozoa)
was carried out by incubating them for 6 h at 38.5°C in 100 m of medium 199 in a
humid atmosphere with 5% CO,. Success of the IVF technique and therefore of the
previous IVM and capacitation processes was suggested by the penetration of
spermatozoa to oocytes. With this method we expect to approach the pig IVF
problems mentioned above.

Key words: Pig, In vitro fertilization, Oocyte maturation, Sperm capacitation,
Gamete coculture.
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INTRODUCCION

La fertilizacion in vitro (FIV) es una técnica para la reproduccion asistida de
mamiferos basada en el cocultivo de espermatozoides y 6évulos en condiciones
controladas para generar huevos que inicien el desarrollo embrionario con fines de
reproduccion, investigacion y produccion de animales seleccionados.

La FIV ha sido aplicada satisfactoriamente en humanos (Steptoe y Edwards
1978) asi como en otras especies de mamiferos de interés econémico o social
(Bavister 2002) desde fines de la década de 1970. El interés econdmico que
representa la produccion de cerdos ha atraido la atencion para el desarrollo de
técnicas eficientes de FIV en esta especie animal, ademas, tiene caracteristicas
ventajosas para ser usada en biomedicina.

El uso de embriones porcinos para la investigacion ha aumentado
drasticamente debido a que la generacion de cerdos transgénicos, el
mejoramiento genético y la recuperacion de cerdos con caracteristicas especiales
requieren una fuente confiable de embriones desarrollados correctamente.

Los embriones mas seguros de obtener son los generados in vivo, pero
requieren personal altamente calificado y resultan muy caros. Una alternativa
viable parece ser la generacion de embriones in vitro que seria mas barata pero
no esta exenta de problemas o errores. Aunque Cheng (1985) demostré que
pueden producirse cerdos vivos mediante FIV, los avances en esta area han sido
escasos debido principalmente a las dificultades en la maduracion de los ovocitos,

la técnica de la FIV propiamente dicha y el cultivo de embriones (Coy et al. 2002).

Maduracién in vitro de los complejos cimulo-ovocito (CCO)

Igual que los ovocitos humanos, los ovocitos porcinos inician in vivo la meiosis
durante el estadio fetal y se detienen en profase | inmediatamente después del
nacimiento. Hasta que se inician los cambios hormonales de la pubertad los
ovocitos reinician la division y comienzan a madurar hasta metafase 1l, momento

de la ovulacién. Cada ovocito se encuentra en el ovario dentro de un foliculo



cubierto por varias capas de células de la teca separadas de la granulosa por una
membrana vascularizada (Hafez et al. 2000). Dentro del foliculo el ovocito se
encuentra en la zona denominada antro, llena de fluido y rodeada por la capa
granulosa. El ovocito esta ademas envuelto por varias capas compactas de
células del cumulo, por lo cual mas que ovocito se denomina como complejo
cumulo-ovocito (CCO), el cual esta sujeto a la granulosa por un tallo de células de
cumulo.

Durante los cambios relacionados con a pubertad y la vida reproductiva posterior
del cerdo, oleadas de gonadotropinas favorecen el desarrollo de los foliculos y la
maduracién de los CCO (lllera et al. 1998). Los cambios hormonales inician en la
hipdfisis con la produccion de dos hormonas que reactivan la meiosis de los CCO
y desencadenan la ovulacion: la foliculo etimulante (FSH) y la luteinizante (LH). La
FSH hace que el foliculo aumente paulatinamente de tamafio hasta que se tensa 'y
al momento de la ovulacion se rompe por efecto de la alta concentracién de LH.

La FIV permite reproducir los eventos que llevan a la ovulacién in vivo.
Diversos estudios han permitido establecer condiciones apropiadas para la
maduracion in vitro (MIV) de los CCO (Pavlok 1981, Cheng et al. 1985, Yoshida
1987). La mayoria proponen que la maduracion citopldsmica y nuclear y el
desarrollo subsiguiente que permite la fertilizacion de los ovocitos son afectados
por el fluido folicular porcino (FFP) asi como por el tamafio del foliculo del que
proviene el CCO (Vatzias et al. 1999).

El rastro local es una fuente constante de CCO para MIV (Coy y Romar
2002). Al igual que en otras especies, los ovocitos inmaduros de cerdas de talla
comercial sacrificadas pueden reasumir la meiosis y completar la maduracién in
vitro. Por ser las cerdas poliéstricas, de un solo ovario pueden obtenerse varios
CCO adecuados para la maduracion in vitro.

No todos los CCO son aptos para la MIV ya que su calidad depende del
tamafo del foliculo. Esta idea fue propuesta por Motlik et al. (1984) quienes
encontraron que foliculos menores de 0.7 mm de didametro son incapaces de
reasumir la meiosis y los mayores de 3 mm no permiten el desarrollo embrionario.

Posteriormente Coy y Romar (2002) redefinieron el rango hasta foliculos de 6 mm



de diametro. Es por lo tanto necesario seleccionar y emplear foliculos de 0.7-6 mm
para obtener los CCO adecuados para la MIV.

Desde que Cheng (1985) obtuvo los primeros cerdos vivos por fertilizacion
in vitro se han usado diversos medios de maduracién (Mattioli et al. 1989, Yoshida
etal. 1992 Funahashi et al. 1994), siendo el mas comun el medio 199
suplementado con gonadotropinas y FFP. La FSH induce expansion del CCOy
maduracion nuclear in vitro (Singh et al. 1993 y 1993). Mattioli et al. (1991)
demostraron que la mezcla de FSH y LH acelera y facilita la progresion mitética
del ovocito. Por otrolado el FFP, de composicién no definida claramente, favorece

la maduracion (Yoshida et al. 1992).

Capacitacion espermatica

La capacitacion de los espermatozoides fue descrita por Austin (1951) y Chang
(1951) al inicio de la era de la reproduccién asistida en animales domésticos. El
proceso de capacitacion in vivo implica que los espermatozoides desestabiliza su
membrana por las condiciones prevalentes en el tracto genital femenino,
especialmente en la zona del istmo (Hunter y Nichol 1988). Los cambios
metabdlicos, de motilidad, concentracion de iones y reorganizacion de la
membrana preparan a los espermatozoides para la reaccion acrosomal y les
permiten adquirir la capacidad de penetrar el évulo, indispensable para la
fertilizacion (ver Topfer-Peterson et al. 2000).

La FIV emula las condiciones que favorecen la capacitacion para obtener
espermatozoides hipermdtiles en los cuales se inicia la reaccion acrosomal. En la
capacitacion se han probado diferentes medios (i.e, DMEM, 199; Ringer-Tyrode) y
también se ha usa el Percoll (Mattioli et al. 1989). Esta ultima técnica es muy
usada por su rapidez y eficiencia para aislar espermatozoides motiles no
contaminados por otros compuestos del semen (Ng et al. 1992).

Desde que Pavlok (1981) logr6 por primera vez la FIV en cerdos usando
espermatozoides capacitados in vitro, la técnica se ha vuelto mas rapida y sencilla
(Coy y Romar 2002).



Fertilizacion in vitro

La fecundacién en los mamiferos requiere que ocurran tres eventos criticos: 1) la
migracion de los espermatozoides entre las células del cimulo (si las hay), 2) la
fijacion del espermatozoide y su migracion a través de la zona pelucida y 3) la
fusion de las membranas plasmaticas del espermatozoide y el évulo (Hafez et al.
2000).

La reaccion acrosomal es un prerrequisito para la fusién entre las
membranas plasméaticas de los gametos femenino y masculino (Yanagamachi et
al. 1981). Las enzimas expuestas durante lareaccién acrosomal son necesarias
para el paso de los espermatozoides hipermatiles por la zona pelucida.

Inmediatamente después de la fecundacion la superficie ovular cambia para
impedir la fusién de mas espermatozoides. Cuando ésto no ocurre se produce
polispermia (i.e., la entrada de dos o mas espermatozoides al 6vulo) que en los
cerdos genera embriones poliploides inviables (Hafez et al. 2000).

Desde la primera publicacién sobre la produccién de cerdos vivos mediante
FIV (Cheng 1985) la técnica se ha repetido en numerosas ocasiones (Mattioli et al.
1989, Yoshida et al. 1993, Abeydeera y Day 1997, Rath et al. 1999), aunque en
términos de eficiencia no ha avanzado suficientemente para ser aplicada de rutina.
Cheng et al. (1986) establecieron que la polispermia es uno de los mayores
problemas para la FIV exitosa, esto aun persiste.

Para poder realizar exitosamente la FIV en cerdos debe tomarse en cuenta
el tiempo de incubacién de los ovocitos con los espermatozoides capacitados, la
concentracion espermatica y la composicion del medio. Abeydeera y Day (1997)
encontraron que el tiempo recomendable de coincubacion es de 6 h (al cabo de
las cuales hay 81% de penetracién con 39% de polispermia). Rath (1992) y
Abeydeera y Day (1997) encontraron una correlacién directa entre la
concentracion de los espermatozoides empleados y el grado de polispermia. La
mayoria de los medios son adecuados y comunmente se usael medio 199
(Yoshida et al. 1987, Nagai y Moore 1990, Funahashi et al. 1994) aunque pueden
emplearse otros como el Bracket-Oliphant (Wang et al. 1991; Kikuchi et al. 1999),



la solucion de Krebs-Ringer (Naito et al. 1988) y la solucion salina amortiguada

con Tris (Abeydeera y Day 1997).

Establecimiento de la FIV en el laboratorio

En el presente trabajo nos propusimos establecer un protocolo de FIV para poder
abordar en el futuro problemas como el cultivo y sexado de e mbriones asi como la
prevencién de la polispermia.

El establecimiento del protocolo para la FIV que constituye el presente
trabajo consistio en determinar las condiciones apropiadas en cuatro etapas
sucesivas:

1) Obtencién de los complejo cumulo-ovocito (CCO)

2) Maduracién in vitro de los complejos cumulo-ovocito,

3) Capacitacion de los espermatozoides y

4) Fertilizacion in vitro propiamente dicha.

Usualmente se emplean tres formas de extraccién de CCO de los foliculos:
corte, aspiracion y punciéon, cada una de las cuales tienen ventajas y desventajas
(Abeydeera 2002, Coy y Romar 2002). El principal factor limitante para la
obtencion de los CCO es el tamafio de los foliculos de los cuales se extraen
(Motlik et al. 1984).

Los CCO recuperados de los foliculos son clasificados en cinco tipos. Los
tipos 1y 2 se consideran inviables por lo cual se prefieren los tipos 3,4y 5
(cumulos compactos con una o mas capas) que luego son madurados in vitro en
un medio adecuado tal como el medio 199 (Bjerregaard et al. 2004) suplementado
con FSH, LH y FFP (Mattioli et al. 1991; Yoshida et al. 1992). La maduracion in
vitro se acompafa de expansién de las células del cimulo y aparicion de la zona
pelicida (Hafez et al. 2000, Abeydeera 2002, Coy et al. 2002).

Los espermatozoides pueden ser lavados e incubados en DMEM para
eliminar los factores incapacitantes presentes en el plasma seminal con el objeto

de capacitarlos, con lo cual se vuelven hipermétiles (Hafez et al. 2002).



Una vez que los CCO han madurado y los espermatozoides han sido
capacitados in vitro, para la FIV propiamente dicha ambos gametos pueden
cocultivarse en medio 199 (Coy y Romar. 2002) por unas 6 h (Abeydeera y Day
1997).

Mediante la prueba y adopcién sistematica de las variables mas
convenientes en cada una de las cuatro etapas mencionadas aparentemente
logramos establecer en nuestro laboratorio un protocolo para la FIV en cerdos que
podra servir para continuar trabajando en el sexado de embriones y la prevencién
de la polispermia.

Tanto el sexado de embriones como la polispermia se contemplaron dentro
del trabajo en un principio, pero por efecto del tiempo y la duracion de los

experimentos de estandarizacion no fue posible iniciar esos temas.



MATERIALES Y METODOS

Medios empleados

La colecta y lavado de los CCO fue realizada en medio de cultivo (MC) consistente
en DMEM suplementado con 50 Ul/ml de sulfato de estreptomicina y 50 Ul/ml de
penicilina G potéasica. El medio de maduracién (MM) era medio de cultivo 199
(TCM 199) (Bjerregaard et al. 2004) con estreptomicina y penicilina a las
concentraciones indicadas, suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino,
10% (v/v) de fluido folicular porcino (FFP), NaHCOs al 0.75%, L-glutamina 2 mM,
piruvato de sodio 0.9 mM, 1 U/ml de hormona foliculo-estimulante (FSH). El medio
para la fertilizacion in vitro (MFIV) fue TCM 199 con estreptomicina y penicilina.
Los medios de maduracion y fertilizacion fueron incubados en atmdésfera con 5%
de CO; a 38.5°C al menos 12 h antes de usarlos. EI FFP fue colectado de foliculos
de 0.7-6 mm de didmetro, centrifugado a 100xg por 10 min, esterilizado por
filtracion en membranas Millipore de nitrocelulosa con poros de 0.22 mmy

mantenido a-20°C hasta su uso.

Recuperacién y cultivo de complejos cumulo-ovocito

Los ovarios (Fig. 1) de hembras de talla comercial prepuberes fueron obtenidos en
el rastro de la ciudad de San Luis Potosi, fueron resacados con tijeras y
depositados en bolsas de plastico estériles con cierre hermético. Fueron lavados
dos veces con 250 ml de solucion salina (NaCl al 0.9%, pH 7.4) y transportados al
laboratorio en solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS; PB 15mM, NacCl
0.15 M, pH 7.4) suplementada con sulfato de estreptomicina y penicilina G
potasica, dentro de un recipiente con hielo. El tiempo transcurrido entre la muerte
del animal y la colecta de los CCO nunca fue mayor de 4 h.

Los foliculos son clasificados en tres tamarfios (Coy y Romar 2002):
pequefios (3 3 mm), medianos (3-6 mm) y grandes (£ 6 mm). De los foliculos de
tamafo mediano en el laboratorio se recuperaronlos CCO empleados en este
trabajo mediante cortes superficiales con navaja No. 22 en un bisturi. Los CCO

liberados eran colectados en MC y mantenidos en reposo en un vaso de



precipitados de 100 ml para que sedimentaran por 10 min; el medio de los dos
tercios superiores fue descartado por aspiracion y el medio remanente con los
CCO sedimentados en el fondo era transferido a una caja de Petri estéril de 100
mm de diametro. Los CCO eran recuperados con una micropipeta de 10 o 100 m
(Fig. 2) y clasificados en cinco tipos (Fig. 3); los que tenian al menos una capa de
células foliculares compacta (tipos viables 3, 4 o 5) fueron lavados con MM sin
hormonas. Grupos de 30-40 CCO, seleccionados al azar, eran transferidos a
viales de cultivo estériles de 2 mm que contenian 500 m de MM suplementado con
hormonas. Después de 22 h de incubacion a 38.5°C en atmdsfera hUumeda con
COz al 5%, los CCO fueron lavados con MM sin hormonas y resuspendidos en
500 m de MM sin hormonas por otras 22 h.

Fertilizacion in vitro

La FIV se empieza a preparar 2 h antes del término de la incubacién para la MIV
de los CCO. Tres ml de semen porcino comercial (Fig. 12) (Pig improvment,
Animal No. 337,2005) son afadidos lentamente en un angulo de 45° a 3 ml de MC
(pH 7.2) precalentado a 37°C. La mezcla resultante de 6 ml es incubada 1.5 h a
37°C en atmosfera humeda con CO; al 5% para obtener una concentracion final
de 15x10° espermatozoides/ml. Al término de la incubacién es recuperado el ml
superior, el cual contiene espermatozoides limpios, capacitados y con principios
de reaccion acrosomal.

Una vez que transcurren 44 h de incubacion, y antes del cocultivo con
espermatozoides, los CCO son lavados dos veces con MM sin hormonas y
transferidos por 30 min a 100m MFIV en grupos de 30-35. De la suspension de
espermatozoides se toman 75m que se mezclan con los CCO en MFIV para
obtener ~1 ovocito/3,500 espermatozoides. CCO y espermatozoides son luego

coincubados a 38.5°C por 6 h en atmosfera humeda con CO; al 5%.



RESULTADOS

Técnicas de extraccion de los complejos cumulo-ovocito

Las técnicas comunes para la extraccion de complejos cumulo-ovocito (CCO) de
los foliculos son tres: puncién, corte y aspiracion. Decidi probar las tres para
determinar cuél se adapta mejor a las condiciones empleadas en este trabajo. Los
parametros para la eleccién de la mejor técnica fueron la calidad y la cantidad de
los CCO obtenidos.

Corte

Con un bisturi con navaja 22 corté 183 foliculos de tamafio medio. Una vez
cortado cada foliculo, introducia el ovario al medio de colecta (MC) y lo agitaba
ligeramente para recuperar el contenido. Esta técnica me permitio obtener 112
CCO en 90 minutos, es decir, el 61.2% de los foliculos cortados (Tabla 1). Casi el
100% de los CCO fueron aceptables, i.e., sin dafios en el cimulo (Fig. 4A).

Aspiracion

Con la aguja de una jeringa insulinica penetré 185 foliculos de tamafio medio. Una
vez penetrado cada foliculo, absorbia el contenido con la jeringa y lo depositaba
en una caja de Petri estéril de 60 mm. Esta técnica me permitié obtener 28 CCO
en 60 minutos, que representa el 15.1% de los foliculos aspirados (Tabla 1). El
50% de los CCO obtenidos tuvo calidad aceptable (Fig. 4B).

Puncion

Con la punta de una aguja hipodérmica calibre 0.80 mm estéril, perforé 214
foliculos de tamafio medio. Una vez perforado cada foliculo, introducia el ovario en
MC vy lo agitaba ligeramente para vaciar su contenido. De esta manera obtuve 12
CCO en 60 minutos, los cuales representan el 5.6% de los foliculos perforados
(Tabla 1). EI 80% de los CCO obtenidos tuvo calidad aceptable (Fig. 4C).



Por los resultados mencionados conclui que el corte es la técnica mas
adecuada para la extraccion de los CCO.

Maduracién in vitro de los complejos cumulo-ovocito

Aplicando la técnica de corte a 32 ovarios obtuve 201 CCO para maduracion in
vitro (MIV). Antes de iniciar el proceso clasifiqué los CCO en los tipos 1-5 (Fig. 3).
Una vez clasificados, los CCO elegidos sumaban 141 (Tabla 2). Segui el
desarrollo individual de los CCO en los cuales determiné a las 0, 24,y 48 h de
incubacién 1) los cambios de un tipo a otro, 2) los cambios microscépicos de cada
CCOy 3) la cinética de los cambios de los CCO inicialmente de tipo 3, 4 0 5. Con
los resultados esperaba poder distinguir cuales CCO tienen las caracteristicas
mas apropiadas para la MIV y por lo tanto también para la fertilizacion in vitro
(FIV).

Cambios de tipo

Comparé los cambios de tipo de los 141 CCO seleccionados a las 24 y 48 h de
incubacion. Al momento de aislar los CCO habia 54 de tipo 5, 18 de tipo 4, 52 de
tipo 3, 10 de tipo 2y 7 de tipo 1 (Tabla 2). A las 24 h habia 50 CCO de tipo 5, 33
de tipo 4, 36 de tipo 3, 12 de tipo 2y 10 de tipo 1 (Tabla 2). A las 48 h habia 51
CCO de tipo 5, 27 de tipo 4, 29 de tipo 3, 10 de tipo 2 y 22 de tipo 1(Tabla 2).

Cambios microscopicos

Para decidir cuales CCO serian adecuados para la FIV comparé los cambios
microscépicos que sufrieron durante las 48 h de incubacion. Basandome en las
fotomicrografias que tomé a las 0, 24 y 48 h noté los cambios asociados a la
maduracion de los mismos CCO. Encontré tres tipos de cambios notorios: 1)
aumento del tamafio y nimero de células del cdmulo, muy marcado (75%) en los
CCO inicialmente de los tipos 5y 4 (Fig.5), menor (50%) en los del tipo 3 (Fig. 6) ¥
nulo en los del tipo 2 (Fig. 7 superior); 2) presencia de zona pellcida a las 48 h en
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CCO inicialmente de los tipos 3, 4 y 5 (Fig. 5 y Fig. 6); y 3) degradacion de CCO
independientemente de su tipo inicial (Fig. 7 inferior).

En un experimento de maduracién grupal con seis CCO inicialmente de tipo
3 (Fig. 8) a las 48 h de incubacion obtuve cinco CCO inicialmente de tipo 5 en los
gue aumentaron las células del camulo y la zona peltcida y un CCO inicialmente

de tipo 2 que se degradd.

Cinética de los CCO inicialmente de los tipos 3,4y 5
De los cinco tipos de CCO, los que merecen atencion particular son los tipos 3, 4y
5, aptos para la MIV. Estos tres tipos, ademas de tener un potencial medio/alto de
maduracion (Fig. 3), constituian mas del 77% a las 48 h de incubacién (Tabla 2).

Para determinar el desarrollo de cada uno de estos tipos de CCO durante la
incubacion, determiné las proporciones iniciales de los tipos 3, 4y 5. Eran 124
(88%) del total de 141, repartidos asi: 52 tipo 3, 18 tipo 4, 54 tipo 5 (Tabla 2).

Al cabo de 48 h, los 54 CCO iniciales tipo 5 se transformaron en dos de tipo
3, siete de tipo 4, 39 de tipo 5y 6 se volvieron inviables (Fig. 9). Los 18 CCO
inicialmente de tipo 4 se transformaron en cinco tipo 3, cuatro tipo 4, siete tipo 5y
dos inviables (Fig. 10). Los 52 CCO inicialmente de tipo 3 se transformaron en 27
de tipo 3, 14 de tipo 4, tres de tipo 5, y ocho inviables (Fig. 11).

Estos resultados indicaron que deberia emplear CCO inicialmente de los

tipos 3 a5 en los experimentos subsecuentes de maduracion.

Seleccion de CCO para FIV

Una vez conocidas la cinética de cambio de tipo y los cambios microscopicos
durante la incubacion por 48 h, pude seleccionar CCO aptos para la fertilizacion in
vitro.

En el mismo experimento de MIV con 141 CCO iniciales, 108 resultaron
aptos para FIV por poseer tres caracteristicas basicas a las 48 h de maduracion:
1) ser de los tipos 3-5 viables, 2) con aumento de células del camulo y 3) con zona
pellcida. Por dificultades en el manejo o contaminacién con aceite mineral pude
aislar 90 (83%) de este lote para intentar la FIV (Tabla 3).
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Capacitaciéon espermatica
Una vez asegurada la MIV comencé a trabajar con los espermatozoides, para ser
usados en la fertilizacion requieren ser capacitados.

Las caracteristicas microscopicas de los espermatozoides con diluyente
(“extensor de vida”) recién recibidos del proveedor eran: alta concentraciéon
(3x10%/ml) y escasa motilidad (Fig. 12A). Para capacitar a los espermatozoides los
dilui 1:19 en DMEM vy los incubé a 37.5°C en atmosfera con CO; al 5%. De esta
manera obtuve espermatozoides a menor concentracion (15x10°/ml) e
hipermatiles a los 90 minutos de incubacion (Fig. 12B); la motilidad fue el principal
criterio de capacitacion. Cuando la incubacién en DMEM rebasé las 10 h los
espermatozoides formaban agregados multiples por adhesion de las cabezas (Fig.
12C), lo cual indicaba que eran inadecuados para la FIV.

Con la obtencioén de la hipermotilidad, decidi utilizar el DMEM como medio

de capacitacion, para asi poder continuar al siguiente paso, la fertilizacion.

Fertilizacion in vitro
Una vez capacitados los espermatozoides, comence a coincubarlos con CCO
madurados in vitro.

Tan pronto como los espermatozoides capacitados detectaron la presencia
de los CCO, comenzaron a rodear la células del cimulo y por efecto de la
hipermotilidad y capacitacion lograron penetrarlo. Una vez dentro, varios
espermatozoides con reaccién acrosomal trataron de penetrar la zona pellcida
(Fig. 13A), esta fue solamente atravesada por uno (Fig. 13B). Este resultado

sugiere que la FIV fue exitosa.
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DISCUSION

Como la FIV requiere complejos cumulo-ovocito madurados in vitro de los tipos
viables asi como de espermatozoides capacitados, para poder implementarla
tuvimos que establecer primero condiciones apropiadas para cada una de las
etapas previas que sirven para la preparaciéon de ambos gametos maduros.

Para iniciar el trabajo requeriamos saber cual de las técnicas probadas
(corte, aspiracion, puncidn) era mas adecuada para aislar los CCO de los foliculos
(Coy et al. 2002). El corte de los foliculos da el maximo rendimiento (61%),
claramente superior a la aspiracion (16%) y a la puncién (6%). Los CCO de
méaxima calidad son obtenidos mediante el corte ya que el 100% de los que son
aislados de esta manera no tienen dafos aparentes (i.e., desgarramiento del
cumulo, pérdida de ovocitos), en comparacion con el 80% de la puncion y el 50%
de la aspiracion. La velocidad relativa de extraccion usando el corte de 1.5
CCO/min significativamente mas rapida que la puncion (0.2 CCO/min) y la
aspiracion (0.5 CCO/min). Estos resultados indican claramente que la técnica mas
conveniente para obtener CCO es el corte de los foliculos. Estos resultados
difieren notablemente del método de aspiracion expuesto por Coy y Romar (2002)
y Abeydeera (2002).

Una vez elegido el corte para la obtencién de los CCO, determinamos las
condiciones adecuadas para la MIV. De un total de 141 CCO elegidos al tiempo
cero, 124 (90%) correspondieron a los tipos viables con alta probabilidad de
maduracion. La medicion de la capacidad de maduracion de los CCO depende del
analisis de la cinética de los cambios microscépicos de los tipos de CCO iniciales
durante su incubacion para la maduracion (Abeydera 2002, Coy et al. 2002). Por
esta razon clasificamos los CCO viables al inicio, a la mitad y al final (0, 24 y 48 h)
del tiempo de incubacion para la MIV. El tipo 5 se mantiene como el mas
abundante a las 0, 24 y 48 h de incubacién (38%, 36% y 37%); el tipo 4 aumenta
inicialmente y tiene una ligera caida al final (13%, 23% y 19%), mientras que el
tipo 3 disminuye progresivamente (37%, 26% y 21%). Al cabo de las 48 h de
incubacion para la MIV quedaron 108 CCO adecuados (77%) de los 124 CCO
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inicialmente viables, con las tres caracteristicas que los distinguen: 1) aspecto
microscoépico viable (tipos 3-5), 2) células del cimulo aumentadas en nimero y
volumen y 3) aparicion de zona pellcida. La ausencia de una de estas
caracteristicas indica que los CCO no son aptos para laFIV (Hafez et al. 2000,
Abeydera 2002, Coy et al. 2002). Con estos resultados inferimos que no todos los
CCO inicialmente viables maduran satisfactoriamente, que el 13% de los viables
se vuelven inviables o se degradan y que los tipos inicialmente inviables se
mantienen inviables o se degradan.

Al analizar la cinética de maduracién de los 124 CCO inicialmente viables
encontramos 54 de tipo 5, 18 de tipo 4 y 52 de tipo 3. Los CCO tipo 5 son los méas
estables (70%), seguidos por los del tipo 3 (36.5%) y tipo 4 (22%). Los CCO del
tipo 4 son los que mas cambian a otro tipo viable (50%), en contraste con los del
tipo 3 (33%) y 5 (17%). Las proporciones de los tipos viables que se vuelven
inviables (entre paréntesis) son similares: tipo 3 (15.3%), 5 (11.5%) y 4 (11%). Las
proporciones de los CCO de cada tipo viable que maduran satisfactoriamente son:
tipo 5 88.5%; tipo 3 84%; tipo 4 89%. El promedio de maduracion de los tres tipos
viables obtenido por nosotros (87%) es similar al de Coy et al. (1999). Por estos
resultados concluimos que las condiciones de incubacion determinadas por
nosotros son adecuadas para la maduracién in vitro de los CCO.

Como las condiciones de MIV fueron determinadas con CCO aislados,
hicimos un experimento adicional para analizar la maduracion de grupos de CCO,
gue de ser factible facilitaria el trabajo subsiguiente. Partiendo de seis CCO de tipo
3 obtuvimos un CCO inviable y cinco de tipo 5 entre los cuales aumentaron las
células del cimulo y aparecio la zona pellcida. Asi se prob6 que también es
posible madurar grupos de CCO.

Para la FIV con CCO madurados in vitro es necesario contar con
espermatozoides capacitados, entre los cuales el indicador clave es la
hipermotilidad (Hafez et al. 2000). Para promover la capacitacion se incubaron los
espermatozoides en DMEM a 37°C por 90 min al cabo de los cuales encontramos
gue los lentos movimientos iniciales de los espermatozoides cambiaron a una

hipermotilidad notoria. Al incubar por méas de 10 h los espermato zoides en las
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condiciones de capacitacion, éstos se adhirieron entre si a través de las cabezas
formando agregados ineficientes para la FIV. Hasta este punto habiamos
encontrado las condiciones adecuadas para la capacitacion de los
espermatozoides, por lo cual a continuacién decidimos intentar la FIV.

Los CCO maduros y los espermatozoides capacitados deben cocultivarse
por 6 h para la FIV, que de ser exitosa confirma que los procesos de MIV y
capacitacion fueron adecuadas (Hafez et al. 2000, Abeydera 2002, Coy et al.
2002). El éxito de la FIV y por lo tanto de los procesos previos de la MIV de los
CCOy de la capacitacién espermatica parecié comprobarse al obtener CCO con

sefales de penetracién espermatica (Fig. 13).

Con este trabajo hemos cumplido el objetivo de montar las condiciones para

la obtencién y maduracion de los CCO asi como la capacitacion de los
espermatozoides de cerdo para llevar a cabo la FIV en el laboratorio. Una vez
dominada esta técnica podriamos obtener embriones cultivados in vitro para
implementar técnicas adicionales tales como la transferencia y el sexado de
embriones de interés comercial, asi como hacer trabajo de investigacion basica
para analizar las causas de la polispermia y generar cerdos transgénicos
(Abeydera 2002, Coy et al. 2002).
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TABLAS

Tabla 1. Calidad de los complejos cumulo ovocito con los tres métodos

empleados?®

Método Complejos Cumulo Ovocito

Nombre Duracion Foliculos Recuperados Aptos para MIV Calidad
Corte 1.5h 183 130 71% 112 61.2%  Aceptable
Puncion 1lh 214 20 9.3% 12 5.6%  Aceptable
Aspiracion 1lh 185 40 21.5% 28 15.1% Inaceptable

%10 ovarios con cada método.

MIV, Maduracién in vitro.
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Tabla 2. Cambios en los tipos de complejos cumulo ovocito durante la

incubacion en medio de maduracion (n = 141) 2

) NUumero %
Tipo

to 24h 48h t, 24h 48h
1 7 10 22 5 7 16
2 10 12 10 7 8 7
3 52 36 29 37 26 21
4 18 33 27 13 23 19
5 54 50 51 38 36 37

#0Obtenidos de 32 ovarios
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Tabla 3. Complejos cumulo ovocito aptos para fertilizacién in vitro 2

Aislados 201
Incubados 141 (100%)
Maduros 108 (77%)
Elegidos 90 (64%)

4Obtenidos de 32 ovarios
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FIGURAS

Fig. 1. Ovario porcino. Sobre su superficie son visibles los foliculos apropiados
para la extraccion de ovocitos (flechas amarillas).
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Fig. 2. Recuperacion de CCO bajo el microscopio de diseccion. Con ayuda de
una micropipeta de 100 m (lado derecho) es posible ir aislando los complejos
cumulo-ovocito (CCO) adecuados (flechas rojas) sea uno por uno o en grupos de
10.
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Complejos cumulo-ovocito (CCO)

Tipo

Aspecto

Descripcion

Potencial de
maduracion

Ovocitos rodeados por
células del camulo no
compactas ni uniformes

Nulo

Ovocitos carentes de
cUmulo

Nulo

Ovocitos con una
cubierta incompleta de
células del cimulo
compactas y uniformes

Medio/nulo

Ovocitos rodeados por
al menos una capa de
células del camulo
compactas y uniformes

Alto/medio

Y ]
by
&

Ovocitos rodeados por

varias capas de células

del cimulo compactas y
uniformes

Alto

Fig. 3. Tipos, aspecto microscépicoy potencial de maduracion in Vitro de los
complejos cumulo-ovocito (CCO). Por su aspecto microscopico, los CCO se

clasifican en los cinco tipos ejemplificados. Los 6ptimos para la maduracién in vitro
son los del tipo 5, aunque también son aceptables los tipos 3 y4.
(H. Niemann, oct 2004)
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- i
A B C

Fig 4. Calidad de los complejos cumulo-ovocito (CCO) obtenidos con los tres
meétodos empleados. (A) Corte. La mayoria de los CCO estaban completos. (B)
Aspiracion. La mitad de los CCO estaban incompletos, principalmente por
rupturas en células del cimulo y pérdidas de ovocitos (flechas azules). (C)
Puncion. Alrededor del 20% de los CCO estaban rotos (flecha azul).

26



CCO tipo 5 que mantuvo el tipo durante la incubacién. (A) to. (B) a las 24 h aumentaron las
células del cmulo y algunas se adhirieron a la caja de Petri;. (C) a las 48 h aumentaron las
células del camulo y fue visible la zona peldcida.

CCO tipo 4 que maduré atipo 5. (A) to. (B) a las 24 h aumentaron las células del cumulo. (C) a
las 48 h, CCO final tipo 5 en el cual aumenteron las células del camulo y fue visible la zona
pelicida.

Fig. 5. Ejemplos de maduracion de CCO de los tipos 4y 5 durante la
incubacién en medio de maduracion. Las fotomicrografias muestran cambios

morfolégicos tipicos de CCO tipos 5y 4 (A), alas 24 h (B) y 48 h (C) de haber sido
incubados en medio de maduracion.
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CCO tipo 3 que madur6 atipo 5. (A) to. (B) a las 24 h aumentaron las células del camulo. (C) a
las 48 h, CCO final tipo 5 en el cual aumentaron las células del camulo y fue visible la zona
pelicida.

CCO tipo 3 que mantuvo el tipo. (A) to. (B) a las 24 h aumentaron las células del cimulo. (C) a
las 48 h, CCO final tipo 3 en el que aumentaron ligeramente las células del cimulo y fue visible la
zona peldcida.

Fig. 6. Ejemplos de la maduracion de CCO tipo 3 durante la incubacion en
medio de maduracion. Las fotomicrografias muestran cambios morfologicos
tipicos de CCO tipo 3 (A),alas 24 h (B) y 48 h (C) de haber sido incubados en
medio de maduracion.
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CCO tipo 2 que mantuvo el tipo. (A) ty, CCO tipo 2 carente de células del cimulo. (B) a las 24
h, CCO sin cambios aparentes. (C) a las 48 h, CCO final tipo 2 sin cambios aparentes.

Degradacion de un CCO tipo 3. (A) tg, CCO tipo 3. (B) a las 24 h perdi6 la mayoria de las células
del ciimulo. (C) a las 48 h, CCO final tipo 2sin células del ciimulo.

Fig. 7. Ejemplos de degradacion de CCO tipos 2y 3 durante la incubaciéon
por 48 h en medio de maduracion. Las fotomicrografias muestran cambios
morfoldgicos tipicos durante la degradacion de los CCO tipo 2y 3 (A),alas 24 h
(B) y 48 h (C) de haber sido incubados en medio de maduracion.
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Fig. 8. Maduracion grupal de CCOtipo 3 atipo 5y degradacién de un CCO
tipo 3a 2. (A)t, seis CCO tipo 3. (B) a las 24 h, cinco CCO con aumento de
células del camulo, uno sin cambios (circulo rojo). (C) a las 48 h, cinco CCO tipo 5
y uno degradado atipo 2 (circulo rojo).
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Horas

Cinética de los ovocitos tipo 5 (n = 0 24 as Nuamero
54) 5 5 5 38 70%
5 . 5 5 4 1 18%
\ 5 5 3 1 1.8%
4 & 5 5 2 1 18%
. D\%E 5 4 5 1 1.8%
= 5 4 4 5 93%
=2 5 4 3 1 18%
1 5 4 2 1 18%
5 4 1 1 18%
0 ' ! 5 3 4 1 18%
0 24 48 5 3 2 1 18%
Horas 5 1 1 2 36%

Total 54

Fig. 9. Cinética de los cambios de CCO tipo 5 durante su incubacion en
medio de maduracion por 24y 48 h.
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Horas

L . . Numero
Cinética de los ovocitos tipo 4 (n=18) 0 24 48
4 5 5 4 2%
5 - 4 4 5 3 1%
4 444 2%
_ 4 4 3 1 55%
4 4 3 4 1 55%
4 3 3 3 16%
o 3 O o 4 2 1 1 55%
a \ 4 1 1 1 55%
=, Total 18
1 \
0
0 24 48
Horas

Fig. 10. Cinética de los cambios de CCO tipo 4 durante su incubacion en
medio de maduracion por 0,24y 48 h.
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Cinética de los ovocitos tipo 3 (n=52)
5
4 . .
2 \
|_ 2 \ s L
1 \»
0
0 24 48
Horas

Horas

N
N
N
%)

NUmero

2

3.7%

2

3.7%

1.9%

19.2%

9.6%

3.7%

36.5%

3.7%

1.9%

1.9%

5.7%

WIN|IN|[W[W(W|w|~ |~ |01|On

1.9%

WWIW(WWW(WW|W[W|W|W[w|O

RIN|IWIN[FR(NW|_|W|A~|OI[~ |0
[EnY
©

5.7%

Fig.11. Cinética de los cambios de CCO tipo 3durante su incubacion en

medio de maduracion por 24y 48 h.
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Fig. 12. Aspecto microscopico de los espermatozoides de cerdo antes y
después de la capacitaciéon. (A) Espermatozoides antes de la capacitacion
(3x10%/ml), mantenidos a 16°C en diluyente espermatico; motilidad casi nula. (B)
Espermatozoides capacitados (15x10°ml) mediante incubacién por 90 min en
DMEM a 37°C; la motilidad aumento considerable mente. (C) Espermatozoides
agregados por adhesion de las cabezas, 10 h después haber sido capacitados.



Fig. 13. Fertilizacion de ovocitos de cerdo con espermatozoides de cerdo

capacitados. (A) Un espermatozoide capacitado penetrando el ovocito (circulo);
1, ovocito; 2, zona peldcida: 3, células de la granulosa. (B) Acercamiento a un
espermatozoide capacitado que esta penetrando el ovocito (flecha blanca) y otros
no penetrantes (flechas negras).
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| keep six honest serving men
(They taught me all | knew);
Thelr names are What and Why and When
And How and Where and \Who.

R. Kipling
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