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DE LOS ESPERMATOZOIDES CON IONOMICINA SOBRE EL DESARROLLO
EMBRIONARIO DE LOS OVOCITOS DE CABRAS PREPUBERES.
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INTRODUCCION

Estudios realizados con ovocitos de cabras prepuberes han demostrado que aunque
existe un porcentaje alto de maduracion nuclear ( Martino et al, 1994), las tasas de
fecundacion y desarrollo embrionario hasta blastocisto (lzquierdo et al., 1998) son
menores que con ovocitos de cabras adultas. Las bajas tasas de fecundacion pueden
estar relacionadas con una deficiente capacitacién del espermatozoide y el bajo
desarrollo embrionario a una incompleta maduracién citoplasmatica. La premaduracion
consiste en mantener en cultivo los ovocitos parados en vesicula germinal (VG)
permitiéndoles adquirir ta maduracién citoplasmatica con el objetivo de incrementar el
porcentzje de blastocistos. La roscovitina es una purina que inhibe especificamente la
actividad kinasa del MPF manteniendo el ovocito en VG (Mermillod et al.,
2000).Estudios recientes (Wang et al., 2002) han demostrado que en ovocitos de cabras
prépuberes la capacitacion de los espermatozoides con sustancias ionéforas
incrementan significativamente las tasas de fecundacidon en comparaciéon con la
utilizacion de heparina, sustancia utilizada de forma rutinaria en los estudios de FIV en
caprino ( Younis et al, 1991).

El objetivo de este trabajo es el estudio de |a inhibicion de la meiosis con roscovitina y
su efecto en la FIV y lJa utilizacion de ionomicina como capacitante de los
espermatozoides caprinos.

MATERIAL Y METODOS

Los ovarios de cabras prepuberes (1 a 2 meses) se recogieron de un matadero. Los
ovocitos se obtuvieron por slicing y se seleccionaron segun el aspecto de las células del
cumutus (COC). La premaduracion se realizd segun Mermillod et al (2000) en TCM-199
con diferentes concentraciones de roscovitina 0, 12.5 and 25 uM, durante 24 horas a
38.5 °C. Inmediatamente después, una muestra de ovocitos se tifile para analizar su
estado nuclear y el resto de los ovocitos se pasan al medio de maduracién (MIV)
durante otras 27 horas. En los grupos control los ovocitos son exclusivamente sometidos
a la MIV. La fecundacion se realiz6 con semen fresco, seleccionando los
esgermatozoides mas motiles por swim-up durante 1 hora al 5% CO2 y a 38.5° C. El
sobrenadante se centrifugé a 500 rpm durante 8 minutos. El pellet se diluyé 1:1 en
mDM (Younis et al, 1991) formando dos grupos segun las sustancias capacitantes
utilizadas: a) mDM con 200nM de ionomicina y 10 de ug/mi heparina incubado durante
15 minutos en 5% CO2 a 38.5°C y b) mDM con 50 ug/m! de heparina incubado durante
45 minutos en 5% CO2 y 38.5°C. Después de 24 horas de coincubacion con los
?spe[)matozoides, los ovocitos se cultivaron durante 7 dias en medio SOF con suero
etal bovino.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 se indican los resultados de bloqueo de la meiosis durante la
remaduracion con roscovitina y su reinicio durante la MIV. La roscovitina no ha
gloqueado la meiosis en ovocitos de cabras prepuberes, contrariamente a lo observado
con ovocitos de vacas (Mermillod et al., 2000) y cerdas ( Krischek y Meinecke, 2001).
Después de la MIV se observa que los ovocitos del grupo control han alcanzado el
estado de Ml significativamente mas que los grupos cultivados durante 51 horas.

En el cuadro 2 se observan los resultados de FIV de los distintos grupos analizados.
Comparando los grupos control: lonomicina vs.heparina se observa que el grupo de
ionomicina presenta mayores porcentajes de fecundacion total y normal que el grupo
heparina. La premaduracion con roscovitina no ha afectado el porcentaje de fecundacién
total ni el porcentaje de fecundacion normal (ovocitos con 2PN) en relacién a sus
respectivos grupo control, indicando que ovocitos cultivados durante 51 h no han sufrido
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efectos degenerativos en comparacion con los ovocitos cultivados durante 27 h previo a
la fecundacion.

Cuadro. Efecto de la premaduracion con Roscovitina (ROS) sobre la inhibicién de la
meiosis y sus consecuencias sobre la maduracién in vitro de los ovocitos de cabras
prepuberes

~ PREMADURACION MADURACION

“total VG  VGBD MI Ml [N°total VG VGBD MI MIT™

Tratamiento | ovocitos (%) (%) (%) (%) |ovocitos (%) (%) (%) (%)
127 1 2 28 90

Control %0.8) 51.6) (23.1) 874A4)a

120 8 5 50 56 124 49 8
ch)n?vo uM (6.6) (4.1) (41.7) (46.7) (1.6) (1.6) (39.5) (54.8)b
+

119 9 4 47 59 136 6 6 39 85
R%?12’5}1M (7.5) (3.4) (39.5) (49.6) (4.6) (4.6) (28.7) (62.5)b
+ MIV

130 17 3 54 56 125 12 18 31 65
ROS 25uM (13.1) (2.3) (41.5) (43.1) (9.6) (14.4) (24.8) (52.0)b
+MIV

Cuadro 2. Efecto de la premaduracion con roscovitina de los ovocitos de cabras
prepubers y el tratamiento de capacitacion de los espermatozoides sobre la
fecundacion in vitro.

N° tofal 2PN PS ASINC Tofal
TRATAMIENTO Ovocitos (%) (%) (%) Fecundados
inseminados (%)
33 6 3 47
Control lono +Hep (45.2)a (8.2) (4.1) (57.5)a
67 23 5 9 37
ROS 0 uM + iono + (34.3)acd (7.4) (14.9) (65.2)a
hep
64 25 7 1 33
ROS 12’ 5 uM +iono + (39.2)ac (10.9) (1.6) (51.6)a
hep
76 36 9 3 48
ROS 25 uM +iono + (47.4)a (11.8) (3.9 (63.1)a
hep
69 17 2 0 19
Control Hep (24.6)bc (2.9) (27.5)b
66 16 13 3 32
ROS 0 uM + hep (242 )b (19.6) (4.5) (48.5)ac
70 13 4 0 17
ROS 12’ 5 M + hep (18.6)b (5.7) (24.3)b
76 19 3 5 27
ROS 25 UM + hep (25. 0)bd (3.9) ( 6.6) (35.5)bc

El cuadro 3 representa los resultados de desarrollo embrionario después de 7 dias de
cultivo in vitro. El porcentaje de embriones obtenidos a las 48 h de cultivo es
significativamente mayor en los grupos inseminados con semen tratado con jonomicina
que los inseminados con heparina. La roscovitina (12 y 25) ha influido negativamente
sobre fa produccion de embriones en relacion a los grupos control, sin embargo el grupo
0 de roscovitina con 51 h de maduracién no ha afectado el porcentaje de embriones

roducidos en relacion a los grupos control (27h de MIV). El porcentaje de moérulas y
Blastocistos obtenidos no ha estado afectado ni por el tratamiento de premaduracion ni
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por el tratamiento de capacitacion del semen Io que indica las deficiencias
citoplasmaticas de los ovocitos de hembras prepuberes para poder desarrollarse hasta
blastocisto. Nuevos estudios son necesarios para determinar las caracteristicas
moleculares de estos ovocitos con el objeto de disefiar las condiciones de cultivo
adecuadas que permitan su desarrollo a blastocistos viables.

Cuadro 3. Efecto de la premaduracion con roscovitina y el tratamiento de capacitacién
de los espermatozoides sobre el desarrollo embrionario de los ovocitos de cabras
prepubers

Ovocitos 48h 2-7 8-16 Moruia blastocisto

TRATAMIENTO inseminados (%) cels cels (%)
(%) (%)

1712 45 46 7 1
Control lono +Hep (40.2)a (41.1) (6.0) (0.8)

170 56 84 9 0 0
ROS 0 uM + iono + (32.9)ad (49.4) (5.3)
hep

169 47 66 5 0 0
ROS 12’5 uM +iono + (27.8)cd (39.0) (2.9)
hep

178 56 68 13 1
ROS 25 utM +iono + (31.8)a (38.2) (7.3) (0.5)
hep

114 21 27 3 1 0
Control Hep (184)b  (23.7) (2.6) (0.9

113 26 27 2 0 0
ROS 0 uM + hep (23.0)bd (17.8)

181 31 38 1 0 0
ROS 12’ 5 uM + hep (17.1)b  (20.9) (0.5)

167 27 35 2 1 0
ROS 25 UM + hep (16.2)b (20.9) (1.2) (0.6)
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