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Introduccion

La utilizacidén de adenovirus de replicacién deficiente, como
vectores para la introduccion de genes exdégenos, es uno de los
métodos actuales mas eficaces cuando se trabaja con células
eucariotas sin poder de replicacién (1-4).

Recientemente, hemos podido observar que la incubacioén de
espermatozoides de verraco con adenovirus de replicacién
deficiente que contenian el gen LacZ de E. coli (adCMV-BGal
adenovirus) provocé como resultado la aparicidén de una sefnal
positiva para el gen LacZ, cuando el DNA de los espermatozoides
se analizaba mediante hibridacion "in situ" y mediante Southern
blot (5). Ademas, cuando los espermatozoides se trataban con DNA
desnudo en lugar de con los adCMV-8Gal, si bien se obtenia una
seflal positiva en el Southern blot, esta sefial se perdia casi
completamente en 1la hibridaciéon "in situ" (resultados no
publicados). Puesto que la hibridacién "in situ" supone la
destruccién de gran parte de la estructura membranosa del
espermatozoide, la pérdida de sefial del DNA desnudo sugiere que
éste se asocia con las membranas, mientras que el DNA del adCMV-
BRGal se asocia mas profundamente en la célula, aunque con casi
toda seguridad no llegarda a integrarse en el genoma.

El siguiente paso consistié en observar si los
espermatozoides tratados con adCMV-fGal eran capaces de pasar
este gen a un embridén después de una fecundacidén "in vitro". Este
ha sido el objetivo de los resultados expuestos a continuacién.
Material y métodos

En un matadero comercial se recogieron ovarios de cerdas
maduras, los cuales se transportaron hasta el laboratorio a 37
°C en 0.9% NaCl con 100 ug/mL penicilina y 10 ug/mL
estreptomicina. Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron
troceados en medio TCM-199 con 26,18 mM NaHCO; y 5% suero fetal
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bovino (FCS) inactivado con calor (medio TCM/1l) a 37 °C.
Seguidamente se buscaron los complejos cumulus/oocitos de buen
aspecto. Estos se lavaron 3 veces con medio TCM/1 a 37 °C. Una
vez limpiados, los oocitos se introdujeron de 10 en 10 en
microgotas de 50 uL de un medio TCM-199 con 26,18 mM NaHCO,;, 10%
FCS inactivado con calor, 0,1 mg/mL. piruvato sédico, 0,9 mg/mL
lactato sédico, 0,55 mg/mL glucosa, 60 ug/mL penicilina, 100
ug/mL  estreptomicina, 10 pg/mL  FSH, 10 pug/mL IH y 1 pg/mL
estradiol a pH 7,8 (medio TCM/2). Las microgotas se cubrieron con
aceite mineral y se incubaban a 39 °C durante 42 horas. ‘

Pasado este tiempo, una dosis de inseminacién de 100 mL de
semen de verraco en medio MR-A obtenida ese mismo dia se
concentré en medio MR-A hasta los 10%® espermatozoides/mL.
Seguidamente unos 15x10° espermatozoides se incubaron con 1,5 mL
de una suspensién que contenia unas 15x10’ particulas adCMVB8Gal
en medio TCM-199 con 26,18 mM NaHCO; y 10% FCS inactivado por
calor (medio TCM/3) (BGal espermatozoides), o bien con 1,5 mL de
medio TCM/3 (espermatozoides control). La incubacién se mantuvo
durante 1 hora a 37 °C. Pasado este tiempo, los espermatozoides
se lavaron repetidamente con medio TCM/3 a 37 °C y finalmente se
resuspendieron a una concentracién de 2x10% espermatozoides/mL,
manteniéndose a 37 °C durante 3 horas mds.

Finalmente, los oocitos se agruparon de 15 en 15 en 2 mL de
medio TCM/2 adicionado con 10 mg/mL albumina sérica bovina (BSA),
2 mM cafeina y 5,8 mM lactato calcico a pH 7,4 (TCM/4). Se
mantuvieron asi durante 15 min a 39 °C, y seguidamente se
afladieron espermatozoides hasta una concentracién final de 3-
5x10° espermatozoides/mL. El co-cultivo se mantuvo durante 6 h a
39 °C. Seguidamente, se eliminaron a los oocitos las células del
cumulus y los espermatozoides adheridos y se cultivaron en medio
de Whittens modificado sin glucosa (6), el cual se cambid cada
48 horas. A las 48, 96 y 144 horas se recogieron muestras, Yy
todas aquellas que fueron reconocidas como embriones en
diferentes estadios se fijaron y se trataron para proceder a una
hibridacién "in situ" de mRNA mediante sonda marcada con
digoxigenina (7).

Resultados y Discusiodn
En total, de aproximadamente unos 2000 ococitos tratados para

su  maduracién, se obtuvieron unos 75 embriones. 50
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correspondieron a embriones fecundados con BGal espermatozoides,
y el resto fecundados con espermatozoides control. En los
controles, aproximadamente 20 embriones llegaron a los estadios
entre 4 células a mérula, 4 a mérulas expandidas y 1 se reconociod
como blastocisto. En los Bgal, unos 35 llegaron a los estadios
entre 4 células a mérula, 8 eran morulas expandidas y encontramos
2 blastocistos. Mediante la hibridaicén "in situ", se observo que
ningin embridén control expresaba el gen LacZ. En cambio,
aproximadamente unos 25 embriones entre 8 células y mérula, 6
mérulas expandidas y 1 blastocisto mostraban una expresion difusa
y uniforme del gen LacZ. Conviene destacar que la intensidad de
la tincién ligada a la expresion fue muy similar fuera cual fuese
el estadio embrionario, lo cual sugiere que el gen se encuentra
integrado uniformemente en todas la células embrionarias. Por lo
tanto, nuestros resultados indican que la utilizacién de
espermatozoides tratados con adenovirus de replicacién eficiente
puede ser una herramienta util para la introduccién de genes
exégenos en embriones de cerdo.
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