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INTRODUCCION

Una gran parte de la investigacion actual sobre encapsulacion se dedica al estudio de
los polimeros, materiales semejantes a los geles que se utilizan como substrato para la
encapsulacion de las células. Los polimeros mas utilizados en encapsulacion se aislan de algas
marinas, siendo los méas importantes el agar, la agarosa, el alginato y el carragenato.

La encapsulacion se ha utilizado para proteger a los embriones de los dafios de
membrana que se producen durante la congelacion (Niemann y col., 1983), para proporcionar
una membrana artificial a los embriones manipulados (Krent y col., 1993), y para mejorar los
resultados de desarrollo in vitro (Elsheikh y col., 1997).En la mayor parte de los estudios de
encapsulacion embrionaria se ha utilizado el alginato como matriz. Sin embargo, el
carragenato posee algunas propiedades que podrian ofrecer mayores ventajas en la
encapsulacion de ovocitos y embriones. El carragenato es una familia de galactanos sulfatados
extraidos de algas rojas marinas. Las diferencias en sulfatacion y estructura determinan la
existencia de diferentes variedades de carragenato (Michel y col., 1997). Al tratarse de un
polisacarido sulfatado, esta mucho mas proximo a los polisacaridos de las células animales
que el alginato. El carragenato solidifica dependiendo de la variedad, concentracion, presencia
y tipo de sales y temperatura. Una vez formada, la capsula de carragenato es mas estable que
la de alginato, y no depende tanto de las condiciones del medio.

Las condiciones de solidificacion del carragenato son diferentes que las del alginato.
Por ello, los protocolos que utilizan alginato para encapsular embriones no son extrapolables.
El objetivo de este trabajo fue desarrollar un método de encapsulacion de embriones de vaca
en k-carragenato y evaluar el desarrollo in vitro de embriones bovinos encapsulados.

MATERIAL Y METODOS

Método de encapsulacion

La encapsulacion de embriones en K-carragenato no pudo realizarse con el método
clasico de encapsulacion embrionaria en alginato, en el que se producen capsulas cilindricas,
debido a la continua obstruccion de las pipetas. Por ello se opto por la fabricacion de capsulas
esféricas

Una concentracion final de 1.5 % de K-carragenato en solucion salina fisiologica se
consideréd de eleccion para la encapsulacion de embriones de vaca, ya que se representa el
optimo entre una baja viscosidad y capacidad de formacion de capsulas en la soluciéon de
sales. Para conseguir unas condiciones optimas del polimero, se calientd el k-carragenato en
un bafio maria a 70° C durante 15 minutos y se atemperé a 39 ° C. Para prevenir la
gelificacion del k-carragenato se calento el material utilizado para encapsular (placas de Petri,
jeringas, agujas...) en una estufa a 39°C.

- 781 —



Se transfirieron los embriones del medio de cuitivo a una placa de petri de 35 mm que
contenia 0.5-1 cc de una solucién 0.1 M de K-carragenato a 39° C y se mezclé. Con una
jeringa de 5 cc sin aguja se aspird la solucion que contenia los embriones y se acoplo a un
aguja de insulina de 0,5 mm. Con agujas de mayores didmetros se formaban cépsulas grandes
mientras que si se reducian los calibres se dificultaba la eyeccion. Se coloco la punta de la
aguja a 0.5-1 cm sobre la superficie de una solucién de KC1 0,1 M. Se empujé el émbolo
lentamente para que se formasen gotas que, en contacto con las sales de la solucion,
gelificaron formando cépsulas de carragenato, algunas de las cuales contenian embriones.

Las céapsulas con embriones se buscaron bajo la lupa y se transfirieron al medio
deseado. Este protocolo permite producir capsulas esféricas entre 0,75 y 1 mm de didmetro.
La desencapsulacion puede hacerse mediante aspiracién con pipetas de menor didmetro que la
céapsula, o sumergiendo las capsulas en soluciones de baja concentracién salina.

Produccion in vitro.

Se estudi6 el desarrollo in vitro de embriones de 2 dias encapsulados en carragenato,
en cocultivo con células oviductales. Las células del epitelio oviductal se aislaron y
cultivaron siguiendo el protocolo descrito por Eyestone and First (1989). Los ovarios se
recogieron en un matadero proximo al laboratorio y se aspiraron los foliculos de 2-7 mm de
didmetro utilizando un aguja de 18G. Se seleccionaron bajo la lupa los ovocitos cuyo ciimulos
oophurus estaba compacto e intacto y se lavaron 4 veces en Hepes-TCM 199. Los complejos
cumulo-ovocito (COCs) se maduraron en TCM 199 con sales de Earle, L-glutamina y
NaHCO3, incluyendo un 10% de suero fetal bovino y 10 ng/ml de EGF. La maduracion se
realizd en una atmésfera humidificada con 5% de CO2, a 39°C Durante 22-26 h.

Los COCs madurados se fecundaron en el medio TALP bajo en bicarbonato (2 mg/ml)
de Tyrode, incluyendo 6 mg/ml de albumina FAF, 4 mg/ml de lactato de sodio, y 0.11 mg/ml
de piruvato de sodio con 1.7 Ul/ml de sal s6dica de heparina. Los espermatozoides motiles se
obtuvieron mediante centrifugacion en un gradiente discontinuo de Percoll (Pharmacia,
Uppsala, Sweden). Los espermatozoides se diluyeron hasta obtener una concentracion final de
2x 106/ml y se incubaron con los COCs durante 18 h.

Los supuestos cigotos se denudaron mediante agitacion y se cultivaron en gotas de 20-
pl de Fluido Sintético Oviductal (SOF) modificado de acuerdo con Holm y col.(1997). El
cultivo se realizd en una atmasfera de 5% CO?2, 5% 02 y 90% N durante 2 dias. En el dia 2
los embriones de excelente calidad se dividieron al azar en dos grupos: encapsulados (n=96) y
control (n=95). Diez embriones, la mitad de ellos encapsulados, se transfirieron a cada gota de
cultivo que contenian vesiculas oviductales. El cultivo se realiz6 en una atmdsfera de 5%
C02 a 39°C y se estudio la proporcion de blastocistos el d7 y blastoscistos eclosionados el d9

obtenidos en cada grupo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para encapsular casi un centenar de embriones se necesitan 3-4 minutos. De los 96
embriones originales, se consiguen encapsular 89, perdiéndose 7 en el proceso de
encapsulacion. La mayoria de las capsulas contenia un solo embrién. Las caspulas formadas
permanecieron intactas en los medios y condiciones de cultivo utilizados.
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Los resultados de desarrollo in vitro fueron semejantes en el grupo de embriones
encapsulados y en el grupo control (tabla 1).

Tabla 1: Desarrollo in vitro y eclosion de embriones bovinos encapsulados en k-carragenato.

GRUPO N Blastocistos d7 | Blastocistos eclosionados d9 |
ENCAPSULADOS 87 42 28 H
CONTROL 95 39 32 \

N: n° de embriones de 2 dfas.

En conclusién, se ha descrito un protocolo de encapsulacion de embriones bovinos en
k-carragenato que permite su desarrollo in vitro. Sin embargo, el método de encapsulacion del
carragenato requiere un estricto control de la temperatura y con él resulta dificil producir
capsulas de pequefio tamaiio, porque se obstruyen las agujas o pipetas.
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