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INTRODUCCION

La Fecundacién in vitro (FIV) de ovocitos madurados in vivo e in vitro ha dado lugar a un normal
desarrollo embrionario y al nacimiento de animales vivos (Brackett y col., 1982). Sin embargo, el
namero de animales nacidos vivos por sistemas de FIV es muy bajo en relacion al nimero de
embriones producidos en el laboratorio. La baja viabilidad de estos embriones podria ser debida a
anomalias que se producirian durante los primeros momentos de la fecundacién. Una de las principales
causas del no desarrollo de los zigotos es la poliespermia (lwasaki y col., 1989). Esta anomalia puede
ser debida a un exceso de espermatozoides en el medio de fecundacién o a un tiempo de inseminacion
demasiado largo. In vitro, los ovocitos pueden no desarrollar el bloqueo contra la poliespermia con la
misma efectividad que los ovocitos madurados in vivo (Leibfried-Rutledge y col., 1987),y, ademas, este
bloqueo se reduce en ovocitos sobremadurados (Szolkdsi, 1975). Por ello, seria necesario controlar el
tiempo de contacto del ovocito con el espermatozoide asi como la concentracion de espermatozoides
para minimizar la incidencia de poliespermia. Ademas, los ovocitos incubados con ks espermatozoides
durante un largo periodo de tiempo en un volumen de medio relativamente pequefo estan expuestos
a la accién de enzimas hidroliticos, liberados por los espermatozokies muertos. que pueden tener un
efecto perjudicial en el potencial desarrollo de los zigotos. Generalmente. en el bovino. los ovocitos y
espermatozoides se mantienen en co-cultivo entre 18 y 24 horas (revisado por Brackett v Zuelke. 1993)
si bien Rehman y col. (1994) consiguen porcentajes de divisidon y desarolio embrionano supenores
después de 24 horas de co-cultivo. Long y col. (1993) indican que el tiempo de co-cutne d€ ‘oS
ovocitos con los espermatozoides no afecta al porcentaje de blastocistos obtensacs cerc s Jue
incrementa significativamente el porcentaje de zigotos poliespérmicos.

Asi, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del tiempo de co-cultivo OVOt =23 02 e ITICe
sobre el posterior desarrollo embrionario.

MATERIAL Y METODOS

Se recogieron ovarios de cabras prepuberes en un matadero comercial y se transportaron al laberatere
en recipientes isotérmicos. Los ovocitos se obtuvieron cortando kos ovanos repetidaments (taonica 3¢
slicing) en medio TCM199/Hepes suplementado con 2.2 mg/mi de bicarbonato sodico v &0 pgme o¢
gentamicina. Se seleccionaron los ovocitos que presentaban una 0 mas capas completas Jde oohutas
del cumulus y un citoplasma de aspecto homogéneo. Se lavaron tres veces y se cultivaron en & meane
descrito anteriormente suplementado con un 20% de suero inactivado de cabra en celo (SCZ2). 10 pg mi
de FSH, 10 pg/ml de LH y 1 pg/mi de 17 B-estradiol. El cultivo se realizo en microgotas de 50 pl de
medio (8 ovocitos/gota) cubiertas por aceite de parafina durante 27 horas a 38.5°C y una atmosfera
con un 5% de CO, en aire saturado de humedad.
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La capacitacion de los espermatozoides y la fecundacion de los ovocitos se llevo a cabo utilizando la
metodologia descrita por Younis y col. (1989) pero utilizando una concentracién de heparina de 100
ug/ml de heparina y un tiempo de capacitacion de 45 minutos.

Alas 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24 y 28 horas después de la inseminacidn, los zigotos se traspasaron a
una monocapa de células de la granulosa en medio TCM 199 suplementado con gentamicina (50ug/mt),
piruvato sédico (50ug/mi), bicarbonato sodico (2,2 mg/ml) y un 20% de suero de cabra en celo para
su posterior desarrollo embrionario. A las 48 horas de la inseminacién, se evalud la division de los
embriones clasificandolos en embriones de 2 células y embriones de mas de 2 células.

Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante un test x2. Las diferencias se consideran
significativas a partir de P<0,05.

RESULTADOS

Los resuttados del efecto del tiempo de contacto ovocito-espermatozoide sobre la posterior divisién y
desarrollo embrionario de ovocitos de cabra prepliber madurados y fecundados in vitro se presentan
en la Tabla 1. E! porcentaje total de division celular a las 48 horas post-inseminacién aumentd
progresivamente con el tiempo de contacto de los espermatozoides con los ovocitos hasta un maximo
de un 45,5% (35/77) después de 24 horas de co-cultivo, si bien este valor no difirié significativamente
del valor 31,2% (24/77) obtenido a las 20 horas. El porcentaje de embriones que presentaban solo 2
células a las 48 horas fue siempre inferior al 12% y no se vio afectado por el tiempo de inseminacion.
Contrariamente, el porcentaje de embriones de mas de 2 células aumentd significativamente con el
tiempo hasta alcanzar valores de 18,2% (12/66), 19,5% (15/77), 33,8 (26/77) y 30,3% (20/66) después
de 16, 20, 24 y 28 horas respectivamente.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que los mayores porcentajes de division, a las 48
horas de la inseminacién, se obtienen después de un periodo de co-incubacién de los ovocitos con los
espermatozoides de 24 horas (45,5%), aunque estos no difieran significativamente de los obtenidos con
20 y 28 horas de co-incubacién. En el bovino, Rehman y col. (1994) también indican porcentajes de
division significativamente superiores después de 24 horas de incubacion.

Los distintos porcentajes de fecundacién observados entre los tiempos de co-incubacién pueden ser
debidos a los distintos intervalos de tiempo que necesita cada espermatozoide para completar su
capacitacion y reaccion acrosdémica (Bedford, 1983).

Un posible factor que podria modificar este tiempo estaria relacionado con los machos utilizados para
la recogida del semen. Asi, Leibfried-Rutledge y col. (1989) observan que el periodo de tiempo
necesario de penetracion de los ovocitos varia segun los machos utilizados aunque, después de 24
horas de incubacion, los espermatozoides de todos los machos son equivalentes en cuanto al
porcentaje de penetracién y fecundacion
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Tabla 1: Efecto del tiempo de contacto ovocito-espermatozoide sobre la division embrionaria in vitro

% (n°) de zigotos que presentaban
un estadio de :

Tiempo de N° ovocitos Total divididos % 2 células >2 células
contacto inseminados (n°)

2 49 0¢ 0 0°
4 146 15,1 (22) 4.8(7) 10,3° (15)
6 56 10,7¢ (6) 1,8 (1) 8,9% (5)
8 134 23,1% (31) 9,7 (13) 13,4° (18)
12 145 24,1 (35) 9,7 (14) 14,5° (21)
16 66 24,2° (16) 6,1 (4) 18,2 (12)
20 77 31,2% (24) . 11,7 (9) 19,5% (15)
24 77 45,5° (35) 11,7 (9) 33,8 (26)
28 66 36,4 (24) 6,1 (4) 30,3% (20)

a,b,c,d: Superindicies diferentes en la misma columna indican dierencias signiricativas
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