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INTRODUCCION

El reducido numero de blastocistos obtenidos in vitro a partir de ovocitos de cabras
prepuberes se debe probablemente a una maduracion citoplasmatica incorrecta, refiejada
por una elevada incidencia de anomalias detectadas tras la FiV, como la poliespermia, la
incompetencia para formar el pronucieo masculino (Martino y col., 1994, 1995; Mogas y col.,
1997) y la haploidia observada en embriones de 2-4 células (Villamediana y col., 1998).

En caprino, Crozet y col. (1995) han demostrado que la competencia del ovocito para
producir blastocistos esta determinada por la finalizacion de la fase de crecimiento en el
foliculo. El test de Azul de Cresol Brillante (BCB) es un método colorimétrico que permite
determinar la actividad intracelular de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), un
enzima unicamente presente en la fase de crecimiento del ovocito (Ericsson y col., 1993). El
test de BCB ha sido empleado con éxito como método de selecciéon de ovocitos porcinos
Utiles para MIV-FIV (Ericsson y col., 1993) y para el ensayo de penetracién homologa in vitro
(Roca y col., 1998). Asimismo, se ha empleado en la seleccion de ovocitos mas
competentes para la producciéon de embriones a partir de ovocitos inmaduros de terneras
(Pujol y col., 2000) y de cabras preptiberes (Rodriguez-Gonzalez y col., 2000).

Por otro lado, se ha demostrado que la inclusion de cisteamina en el medio de MIV estimula
la sintesis de glutation intracelular en los ovocitos (vaca: De Matos y col., 1995,1996,1997;
oveja: De Matos y col., 1999; cerdo: Yamauchi y Nagai, 1999), incrementa la proporcion de
ovocitos capaces de formar el pronucleoc masculino tras la FIV (cerdo. Grupen y col., 1995;
hamster: Kito y Bavister, 1997; cabra prepuber: Rodriguez-Gonzalez y col., 2001) y estimula
el desarrollo embrionario hasta el estadio de biastocisto (vaca: De Matos y col., 1995, 1996;
cerdo: Grupen y col.,, 1995; Yamauchi y Nagai, 1999).

El objetivo de este estudio ha sido analizar si la seleccion de ovocitos mediante el test de
BCB y la MIV en presencia de cisteamina permiten mejorar la maduracion citoplasmatica vy,
consecuentemente, aumentar la produccion de blastocistos in vitro a partir de ovocitos de
cabras prepuberes.

MATERIAL Y METODOS
Obtencién de los ovocitos
Se recogieron ovarios de cabras de aproximadamente 2 meses de edad en un matadero
comercial y se transportaron al laboratorio en PBS con 50 pg/mL gentamicina a 37°C. Los
ovocitos se obtuvieron mediante slicing, en TCM199/HEPES suplementado con 11,1 ug/mL
heparina sodica, 2% (v/v) suero bovino de macho castrado (SS) y 50 pg/mL gentamicina.

Test de BCB

Los ovocitos obtenidos se lavaron 3 veces en PBS modificado por la adicion de 1.09 mg/mL
glucosa, 35.2 mg/mL piruvato, 0.4% (w/v) BSA y 50 ng/mL gentamicina (mPBS). Tras ello,
los ovocitos se expusieron a 26 umol/L de BCB (Sigma, B-5388) diluido en mPBS durante
90 min a 38.5°C. Tras la exposicion a BCB, los ovocitos se lavaron 3 veces en mPBS y se
clasificaron en 2 grupos segun la coloracion de su citoplasma: BCB+ (ovocitos que
mostraron una coloracién azul del citoplasma) y BCB- (ovocitos que no presentaron esta
coloracién). Tras la clasificacion, los ovocitos, se lavaron 3 veces en el medio de maduracion
y se pusieron a cultivar.

Maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos
La maduracion de los ovocitos se realizd en microgotas de 100 ulL de medio TCM199
suplementado con 2750 pg/mL piruvato sédico, 146 upg/mL L-glutamina, 50 ug/mL
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gentamicina, 10% (v/v) suero SS, 10 pg/mL LH , 10 ug/mL o-FSH, 1 pg/mbL 17p estradiol y
100 uM cisteamina. Los ovocitos se cultivaron durante 27 h a 38.5° C en una atmosfera de
5% de CO2 en aire y saturada de humedad. Paralelamente, se realizé un control de ovocitos
no expuestos al test de BCB y madurados en el citado medio de MIV, pero libre de
cisteamina. Al final del cultivo, se tind una muestra de los ovocitos con lacmoide al 1% y se
evaluo el estadio nuclear.

Seleccién y capacitacion de los espermatozoides

Los espermatozoides, recogidos mediante vagina artificial, se lavaron y seleccionaron
mediante la técnica de swim-up: se colocaron 2 ml de medio mDM (Brackett and Oliphant,
1975; modificado por Younis y col., 1991) en 3 tubos cdnicos y se depositaron 70 uL de
semen en el fondo de cada tubo. Se incubaron durante 45-60 min a 38.5°C en una
atmdsfera de 5% de CO, en aire y saturada de humedad. Se recogieron aproximadamente
600 pl del sobrenadante de cada tubo y se mezclaron en un tubo esteril de centrifuga que se
centrifugd a 200 x g durante 10 min. Se elimind e! sobrenadante y el sedimento se mezclo
con un volumen igual de medio de capacitacion mDM suplementado con 100 ug/mL
heparina, siendo la concentracion final de esta suspension de 84x10° spz/mL
aproximadamente. Esta suspension se incubd durante 45-60 min a 38.5°C en una atmésfera
de 5% de CO; en aire y saturada de humedad.

Fecundacion in vitro (FIV) de los ovocitos

Tras 27 horas de maduracién, los ovocitos se lavaron en medio de fecundacion. La FIV se
realizé en microgotas de 100 ul de medio de fecundacién TALP (modified Tyrode’s medium
definido por Parrish y col., 1986), suplementado con 1 ng/m! hipotaurina. Se colocaron 20-25
ovocitos/microgota y se inseminaron con una alicuota (5 ul) de la suspension de
espermatozoides capacitados, con una concentracion final de aproximadamente 3.5x10°
espermatozoides/ml). El co-cultivo se mantuvo durante 24 h a 38.5°C en una atmosfera de
5% de CO; en aire y saturada de humedad. Se tom6 una muestra de los ovocitos a las 20
horas post-inseminacion y se evalud el estadio nuclear mediante iacmoide al 1%.

Cultivo embrionario in vitro (CIV)

El cultivo in vitro (CIV) se realizd en microgotas (1 pbl. medio de cultivo/embrién) de fluido
oviductal sintético (SOF, Takahashi y First, 1992) cubiertas con aceite mineral en placas de
cultivo de 35x10 mm, a 38.5°C en una atmésfera de 90% de N,, 5% de CO, y 5% de O,. Los
presuntos embriones se mantuvieron en cultivo durante 7 dias (8 dias post-inseminacion). A
las 24 h del inicio del cultivo (es decir, a las 48 h post-inseminacion) se anadié a las
microgotas un 10% (v/v) de suero SS (0.1 pl suero/embrién). A los 7 dias del inicio del
cultivo (8 dias post-inseminacion) se valoro el desarrollo embrionario alcanzado mediante
tincion de Hoechst 33342,

Analisis estadistico
Las diferencias entre grupos de tratamiento se calcularon mediante el test de x°. Se
consideraron significativas las diferencias con un valor de probabilidad < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se exponen los resultados obtenidos tras 27 h de MIV y 20 h post
inseminacion. En presencia de cisteamina, los ovocitos BCB+ mostraron tasas superiores de
maduracién nuclear (P<0.001) y de formacion de los 2 pronicleos (P<0.01), asi como un
menor porcentaje de cabezas espermaticas que no formaron el prontcleo masculino
(P<0.05), respecto a los ovocitos BCB- y a los ovocitos control madurados en un medio libre
de cisteamina.
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Tabla 1. Efecto del test de BCB y la adicion de cisteamina en el medio de MIV sobre la maduracion
nuclear y la FIV de ovocitos de cabras prepuberes (réplicas=3)

MIV FIV
Tratamiento ~ Numero Mil NGmero oo ndacién 2 Pronicleos Asincronia  Poliespermia
total de (%) total de (%) n (%) n (%) n (B/)
ovocitos % ovocitos (% X 0 ¢
Cisteamina
BCB+ 105 94 (89.5) 116 66 (56.9) 46 (39.7)° 2 (1.7 18 (15.5)
BCB- 219 158 (72.1)™ 286 132 (46.2) 60(21.0)° 24(8.4)°  48(16.8)
Total 324 252 (77.8)° 402 198 (49.3) 106 (26.4)° 26 (6.5) 66 (16.4)
Control 150 101 (67.3)° 144 78 (64.2) 32 (22.2)° 32 (222  20(13.9)
MIl: Metafase |l; Fecundacién: una o mas cabezas espermaticas no descondensadas, parciaimente

descondensadas y/o pronucleos; 2 prontcleos: prontcleo masculino y prondcleo femenino; Asincronia: pronucleo
femenino y cabeza espermatica sin formar pronucieo; Poliespermia: mas de una cabeza no descondensada,
parcialmente descondensada y/o pronicleo ya formado; %€ [ os valores en una misma columna con diferente
superindice difieren significativamente (7(2, P<0.05)

En la Tabla 2 se muestran los vatores relativos al desarrollo embrionario in vitro a los 8 dias
post-inseminacién. Los ovocitos BCB+ mostraron mayores tasas de embriones totales
(P<0.05), de embriones que superaron el estadio de 8 células (P<0.0001) y de mérulas y
blastocistos (P<0.001) que los ovocitos BCB-. Asimismo, la proporcion de ovocitos BCB+
que progresaron mas alla del estadio 8 células fue superior (P<0.001) que en el control de
ovocitos madurados en ausencia de cisteamina.

Tabla 2. Efecto del test de BCB y la adicion de cisteamina en el medio de MIV sobre el desarrolio
embrionario in vitro de ovocitos de cabras prepuberes (réplicas=3)

Desarrollo embrionario a los 8 d post-inseminacidn

Ndmero total

Tratamiento  de ovocitos  Empriones totales Embriones Morulas + Blastocistos
inseminados n (%) > 8 células blastocistos expandidos
° n (%)* n (%) n(%)*
Cisteamina
BCB+ 139 63 (48.8) 43 (68.3)° 15 (23.8)° 5(7.9)
BCB- 392 137 (34.9)° 29 (21.2)° 7(5.1)° 4(2.9)
Total 531 200 (37.7)™ 72 (36.0)° 22 (11.0)° 9(4.5)
Control 111 47 (42.3)® 15 (31.9)™ 6 (12.8)* 0(0)

* Porcentajes calculados respecto al total de embriones; *°¢ Los valores en una misma columna con diferente
superindice difieren significativamente (xz, P<0.05)

En conclusioén, la seleccion de ovocitos de cabras prepluberes mediante el test de BCB y su
posterior maduracion en un medio suplementado con cisteamina es un sistema eficaz de
obtencién de ovocitos maduros para programas de MIV-FIV-CIV, ya que permite seleccionar
ovocitos con mayor capacidad de desarrollo.
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