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Efecto de la adicion de compuestos tiol durante la
maduracion in vitro sobre la capacidad de desarrollo de
ovocitos de cabras prepuberes

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue investigar el efecto de la adicion de compuestos tiol al medio de maduracion ovocitario sobre
la maduracion, fecundacion y desarrollo embrionario in vitro. EI medio de maduracién control consisti6 en TCM199 +
piruvato sédico + L-glutamina + gentamicina + 10% suero bovino de macho castrado (SS) + 10 ng/ml LH + 10 ng/ml o-FSH
y 1 ngy/ml 17b-estradiol. Los 4 compuestos tiol evaluados, afiadidos al medio control, fueron: 100 i M de cisteamina, 100 i M
de b-mercaptoetanol, 0.57 mM de cisteina y 0.57 mM de cistina. Tras 27 h de MIV, los ovocitos se inseminaron con semen
fresco (3.5x106 espermatozoides/ml) en medio TALP suplementado con 1 ng/ml de hipotaurina. A las 24 h
postinseminacion, los presuntos cigotos se cultivaron en medio SOFm y se mantuvieron 7 dias en cultivo. Se analizaron los
parametros de maduracién nuclear, fecundacion y desarrollo embrionario in vitro. No se hallaron diferencias significativas en
el porcentaje de ovocitos que lograron la maduracion nuclear entre los grupos analizados (rango, 67.1-70.8%). Los
porcentajes de penetracion total, monoespermia y poliespermia fueron similares para todos los grupos evaluados. Sin
embargo, los ovocitos madurados en presencia de cisteamina y b-mercaptoetanol mostraron mayor capacidad (P<0.01)
para formar el pronucleo masculino tras la penetracién espermética (88.0% y 97.1%, respectivamente) comparados con los
ovocitos madurados en presencia de cistina (47.5%) y el grupo control (62.2%). Los porcentajes de fecundacién normal
fueron también superiores (P<0.05) en los grupos de cisteamina (72.0%) y b-mercaptoetanol (77.1%) que en los grupos de
cisteina (46.2%), cistina (42.5%) y control (37.8%). Por otro lado, la no descondensacién de la cabeza del espermatozoide
en ovocitos monoespérmicos se observd con menos frecuencia (P<0.01) en los grupos de cisteamina (8.0%) y b-
mercaptoetanol (2.9%) respecto a los de cistina (40.0%) y control (28.9%). En cuanto al desarrollo embrionario a los 8 dias
postinseminacion, la adicién de cisteamina al medio de MIV mejor6 (P<0.05) el porcentaje de embriones que alcanzaron los
estadios de morula y blastocisto respecto al grupo control (22.2% vs. 6.4%). Asimismo, la mayor tasa de formacion de
blastocistos expandidos se logré al tratar los ovocitos con cisteamina (13.0%), que no mostro diferencias con la tasa
alcanzada en el grupo de b-mercaptoetanol (8.3%), pero fue superior (P<0.05) a la lograda en los grupos de cisteina (0%),
cistina (0%) y control (2.6%). Pese a no hallarse diferencias en el nimero medio de células de los embriones totales, se
observd que en el tratamiento de cisteamina los blastocistos expandidos presentaron un nimero medio de células (86.8 +
13.8) superior al de los blastocistos expandidos obtenidos en el tratamiento de b-mercaptoetanol (51.0 £ 8.8) y en el control
(60.5 £ 0.7). La concentracién de GSH intracelular (pmol/ovocito), evaluada mediante espectrofotometria, fue superior
(P<0.05) en los ovocitos que presentaron el primer corplsculo polar a las 27 h de MIV en los tratamientos de cisteamina
(10.16 £ 1.52), cisteina (13.5 £ 0.72), cistina (8.83 + 0.72) y control (10.57 + 2.92) comparado con los ovocitos inmaduros
(4.15 = 1.02). En conclusion, la adicion de cisteamina y b-mercaptoetanol al medio de MIV mejora la capacidad de los
ovocitos de cabras prepuberes para formar el prontcleo masculino y desarrollarse hasta el estadio de blastocisto.
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INTRODUCCION

Una de las anomalias mas frecuentes observadas tras la FIV de ovocitos de cabras preplberes es la falta
de descondensacion de la cabeza del espermatozoide (Martino et al., 1995; Mogas et al., 1997). Se piensa

que la elevada haploidia hallada en el anélisis citogenético de embriones caprinos de 2-4 células deriva del
desarrollo de dichos ovocitos (Villamediana et al., 2001), lo que explicaria los bajos porcentajes de
formacion de blastocistos logrados tras el cultivo embrionario in vitro (Izquierdo et al., 1999).

Se ha demostrado que el glutation (GSH; gglutamilcisteinglicina) intracelular juega un papel importante en
la descondensacion de la cromatina del espermatozoide y el inicio de la formacion del prontcleo masculino
tras la penetracion del espermatozoide en ovocitos de raton (Calvin et al., 1986), hamster (Perreault et al.,
1988; Perreault, 1990), cerdo (Yoshida et al., 1992, 1993a,b; Grupen et al., 1994, 1995) y vaca (Miyamura,
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1995; De Matos et al., 1995, 1996, 1997). Otra de las funciones conocidas del GSH es la proteccion de las
células contra el dafio oxidativo (Meister y Anderson, 1983; Yu, 1994; Del Corso, 1994; Lafleur, 1994).
Ademas, diversos investigadores han observado que niveles mas elevados de GSH intracelular
proporcionan una mayor produccion de blastocistos en varias especies (bovino: Telford, 1990; Takahashi et
al., 1993; De Matos et al., 1995,1996; porcino: Abeydeera et al., 1998; ratén: Gardiner y Reed, 1995a,b).

Los ovocitos y la mayoria de células somaticas de mamiferos no poseen un sistema de transporte para
importar GSH directamente al interior del citoplasma (De Felici et al., 1987; Meister, 1991; Anderson y
Meister, 1995). Sin embargo, se ha descrito que las células de los tibulos proximales del rifién, los
enterocitos del intestino delgado y las células tipo Il alveolares son capaces de tomar GSH intacto (Smith et
al., 1996). Por otro lado, el metabolismo extracelular o de membrana del GSH puede formar productos
como la gglutamilcisteina, cisteinilglicina o cisteina, que pueden ser transportados dentro de las células y
utilizados para la biosintesis de GSH (Anderson y Meister, 1995). El contenido en glutatién aumenta durante
el crecimiento y la maduracion del ovocito en el ovario, a medida que el ovocito se aproxima al tiempo de
ovulacion (Perreault et al., 1988).

La disponibilidad de aminoéacidos precursores es un factor regulador en la sintesis de GSH y es muy
probable que, en las células de mamiferos, los aminoacidos suministrados desde fuera de la célula provean
un punto de control (Bannai et al., 1986). El glutatién es un tripéptido derivado de la glicina, el glutamato y la
cisteina, y se sintetiza por el ciclo a-glutamil, que es dependiente de la disponibilidad de cisteina en el medio
(Meister y Tate, 1976; Chance et al., 1979; Meister, 1983). Fuera de la célula, la cisteina es inestable y, en
esencia, no hay cisteina libre en el medio de maduracién debido a la autooxidacién a cistina (Sagara et al.,
1993; Bannai, 1984). Es posible que esta cistina se convierta a cisteina por las células del cumulus y sea
entonces incorporada a la sintesis de GSH durante la MIV (Yoshida, 1993; Takahashi et al., 1995; De Matos
et al., 1996). De este modo, se ha demostrado que la adicién de cisteina al medio de maduracién estimula
la sintesis de GSH en ovocitos bovinos (De Matos et al., 1996, 1997; De Matos y Furnus, 2000) y porcinos
(Yoshida et al., 1993; Sawai et al., 1997), promueve la formacion del pronlcleo masculino en ovocitos
penetrados de hamster (Kito y Bavister, 1997) y cerdo (Yoshida et al., 1993; Sawai et al., 1997) y mejora el
posterior desarrollo embrionario en bovino (De Matos y Furnus, 2000). Asimismo, se ha observado que la
presencia de cistina en el medio de maduracion de ovocitos de vaca provoca un incremento en el contenido
intracelular de GSH y en la tasa de desarrollo embrionario (De Matos et al., 1996,1997; De Matos y Furnus,
2000).

Issels et al. (1988) y Bannai (1984) hipotetizaron que compuestos tiol de bajo peso molecular, presentes en
el medio de maduracién, pueden reducir cistina a cisteina, aumentando la sintesis de GSH. Entre estos
compuestos se encuentra el &-mercaptoetanol (BME), que ademas, es capaz de transportar cisteina,
formando el conjugado BME-cisteina, y facilitar asi la entrada de cisteina al interior de las células (Ishii et
al., 1981; Ohmori y Yamamoto, 1983). En estudios realizados con ovocitos madurados en presencia de
BME, se ha observado un aumento en la sintesis de GSH en bovino (De Matos et al., 1996,1997; De Matos
y Furnus, 2000), ovino (De Matos et al., 1999) y porcino (Abeydeera et al., 1998,1999), y una mejora en el
desarrollo embrionario en bovino (De Matos y Furnus, 2000) y porcino (Abeydeera et al., 1998,1999).
También ha sido evaluada la suplementacion de cisteamina en el medio de maduracion, lograndose un
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incremento en el contenido de GSH intracelular en ovocitos bovinos (De Matos et al., 1995,1996,1997),
ovinos (De Matos et al., 1999) y porcinos (Yamauchi y Nagai, 1999; Nagai et al., 1996), un aumento en la
formacion del pronucleo masculino en porcino (Grupen et al., 1995; Nagai et al., 1996) y hamster (Kito y
Bavister, 1997), y una mejora en el desarrollo embrionario en bovino (De Matos et al., 1995, 1996), ovino
(De Matos et al., 1999), porcino (Grupen et al., 1995; Yamauchi y Nagai, 1999) y bufalo (Gasparrini et al.,
2000).

No existen evidencias en la bibliografia acerca del uso de compuestos tiol en la MIV de ovocitos de cabras
prepuberes, por lo que el objetivo de este estudio ha sido evaluar los efectos de la adicién de compuestos
tiol al medio de maduracion sobre la maduracién nuclear, la fecundacién y el desarrollo embrionario in vitro
de dichos ovocitos.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de los ovocitos

Se recogieron ovarios de cabras prepuberes de aproximadamente 2 meses de edad en un matadero comercial
y se transportaron al laboratorio en un recipiente isotérmico conteniendo solucion salina tamponada fosfatada
segun Dulbecco (Dulbecco’s phosphate-buffered saline; PBS, Sigma, P-4417) y 50 ng/ml de gentamicina a
37°C. El tiempo transcurrido entre el sacrificio de los animales y la llegada al laboratorio de los ovarios fue
siempre inferior a 2 horas. Una vez en el laboratorio, los ovarios se lavaron 3 veces en PBS con 50 ng/ml
gentamicina. Los ovocitos se obtuvieron mediante la técnica de slicing, consistente en la realizacion de
cortes longitudinales y transversales con una hoja de bisturi del n° 21 (Swann-MortonO) en la superficie del
ovario para liberar el contenido folicular en una placa de cultivo de 60 mm conteniendo TCM199/HEPES
(Sigma, B-2520), suplementado con 135 ng/ml de NaHCOs, 11,1 ng/ml de heparina sddica (Sigma, H-3393,

170 USP/mg) y 50 ng/ml gentamicina (medio de recuperacion de ovocitos).

Se observaron los complejos cumulus-ovocito (COCs) bajo una lupa binocular y se seleccionaron aquellos
que presentaron una o0 mas capas completas de células del cumulus no expandidas y un citoplasma
ovocitario homogéneo. Tras la seleccion, los COCs se lavaron tres veces en medio de maduracién de
ovocitos mediante pases en placas de cultivo de 35x10 mm (FalconO). Tras ello, los ovocitos fueron
distribuidos aleatoriamente en los grupos de tratamiento. Todos los procedimientos de esta experiencia se
realizaron en una campana de flujo laminar a 34-35°C.

Maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos

La maduracion de los ovocitos se realizd en microgotas de 100 mhi de medio TCM199 (Sigma, M-7528)
suplementado con 2750 ng/ml de piruvato sédico, 146 ng/ml de L-glutamina, 10% (v/v) de suero bovino de
macho castrado (SS; Donor Bovine SerumO, CanSera, Ontario, Canada), 10 ng/ml de LH (suministrada por
J.F. Beckers, IRSIA Research Unit, University of Liege, Belgium), 10 mg/ml de o-FSH (OvagenO, Immuno
Chemicals Products Ltd., Auckland, New Zealand), 1 ng/ml de 17b estradiol (Sigma, E-2257) y 50 ng/ml de
gentamicina, cubiertas con aceite mineral (Sigma, M-3516) en placas de cultivo de 35x10 mm. La adicion de
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cisteamina (Sigma, M-9768), &-mercaptoetanol (Sigma, M-7522), cisteina (Sigma, C-8152) y cistina (Sigma,
C-8786) a las gotas de cultivo se realizd de acuerdo con el disefio experimental descrito mas adelante. Se
colocaron 20-25 COCs/microgota y se cultivaron durante 27 h a 38.5° C en una atmésfera de 5% de CO; en
aire y saturada de humedad.

Obtencién de ovocitos ovulados de cabras adultas

Las cabras adultas fueron sincronizadas mediante esponjas intravaginales de 45 mg de acetato de
fluorogestona (Intervet, Salamanca) mantenidas durante 11 dias. En el dia 9 se administr6é 7,5 mg de PGF24
(Cloprostenol; Estrumate®, Pitman-Moore, Vigo). La superovulacién se provocd mediante 9 mg de o-FSH
distribuidos en 6 dosis (2, 2, 1,5, 1,5, 1 y 1 mg de o-FSH; Ovagen®, ImmunoChemical Products, Auckland,
Nueva Zelanda) a intervalos de 12 horas, comenzando 48 horas tras la retirada de las esponjas. A las 12
horas de la Ultima inyeccion de FSH, se comprobd que las cabras manifestaran signos externos de celo y se
procedié a inyectar 50 i g de GnRH (Gonadorelina; Fertagy®, Intervet). Los ovocitos fueron recogidos de
oviducto a las 26 horas de la inyeccion de GnRH y se procesaron para el andlisis del contenido de glutation
(GSH) intracelular, segun el protocolo descrito a continuacion.

Analisis del contenido de glutation (GSH) intracelular

Se analizé el contenido de GSH intracelular de ovocitos ovulados provenientes de cabras adultas. En cabras
prepuberes, se analizé el contenido de GSH intracelular de ovocitos inmaduros y tras 27 h de MIV. Se
eliminaron las células del cumulus de los COCs con una solucién de citrato sodico al 2.8%. Los ovocitos se
lavaron 3 veces con la solucién tampdn stock (0.2 M de tampon fosfato sodico preparado a partir de una
solucién 0.2 M de NaH2PO4 H20 (Sigma, S-9638) y una solucién de 0.2 M de NaxHPO4 (Sigma, S-9763)
conteniendo 10 mM de EDTA (Sigma, E-4884) y ajustado a ph 7.2). Tras esto, se transfirieron 5 mde solucion
tampon stock conteniendo 20-30 ovocitos a un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se afiadieron 5 nide 1.25 M de
acido fosférico (Sigma, P-5811) y se almacenaron a-80° C. Lasmuestras se descongelaron, se rompieron los
ovocitos con una pipeta estrecha de vidrio de punta roma y se volvieron a congelar a -80°C hasta el dia del
ensayo.

La concentracion de GSH intracelular se determind empleando el protocolo descrito por Funahashi et al.
(1994). Este método estd basado en el ensayo ciclico de la enzima 5,5-ditiobis-(2-acido nitrobenzoico)
glutation reductasa (DTNB-GSSG), descrito por primera vez por Owens y Belcher (1965), modificado
posteriormente por Tietze (1969) y, finalmente, modificado por Anderson (1985).

Este proceso se basa en 2 reacciones:

2GSH + DTNB » GSSG + TNB

GSSG + NADPH + H+ p 2GSH + NADP+
GSSG reductasa
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Se afiadieron 700 mde 0.33 mg/ml NADPH (Sigma, N-1630) en solucion tampén stock, 100 mide 6 mM 5,5'-
ditiobis-(2-acido nitrobenzoico) (DNTB; Sigma, D-8130) en solucién tampon stock y 190 nide agua. Se pipete6
el contenido en cada tubo y, tras 15 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 10 m de 250 Ul/ml de
glutatiéon reductasa (Sigma, G-3664) para iniciar la reaccion. Se siguié la formacién de acido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB) de manera continuada con un espectrofotometro Beckman DU-40 a 412 UV durante 2
min con una lectura cada 1 segundo. También se evaluaron los estandares (0.02 mM, 0.1 mM, 0.2 mM y 1
mM) de GSH (Sigma, G-6013) y una muestra blanco sin GSH (0 mM). La cantidad de GSH se determin6 a
partir de una curva estandar en la que los equivalentes de GSH presentes se compararon con la tasa de
cambio de absorbancia a 412 nm.

Seleccion y capacitacion de los espermatozoides

Se obtuvieron eyaculados frescos de 2 machos cabrios de raza Malaguefia de probada fertilidad mediante el
uso de vagina artificial y se transportaron al laboratorio en un recipiente isotérmico a 37°C en un tiempo inferior
a 30 min. Una vez en el laboratorio, se valord la motilidad masal bajo una lupa binocular.

Los espermatozoides se lavaron y seleccionaron mediante la técnica de swim-up: se colocaron 2 ml de medio
mDM (Medio Definido descrito por Brackett and Oliphant (1975) y modificado por Younis et al. (1991)) en 3
tubos conicos y se depositaron 70 m de semen en el fondo de cada tubo. Se incubaron durante 45-60 min a
38.5°C en una atmdésfera de 5% de CQ; en aire y saturada de humedad. Transcurrido este periodo de tiempo,
se recogieron aproximadamente 600 m del sobrenadante de cada tubo y se mezclaron en un tubo estéril de
centrifuga de 15 ml. Se tomé una muestra para calcular la concentracion espermatica con una camara de
recuento celular, y el resto se centrifugd a 200 x g durante 10 min. Tras ello, se elimind el sobrenadante vy el
volumen restante de sedimento se mezclé con un volumen igual de medio de capacitacion mDM
suplementado con 100 ng/ml heparina, siendo la concentracion final de esta suspension de 84x10s spz/ml
aproximadamente. Esta suspension se incubd durante 45-60 min a 38.5°C en una atmésfera de 5% de CO2 en
aire y saturada de humedad.

Fecundacion in vitro (FIV) de los ovocitos

Tras 27 horas de maduracion, los ovocitos se lavaron en medio de fecundacion. La FIV se realizd en
microgotas de 100 m de medio de fecundacion TALP (medio Tyrode modificado, definido por Parrish et al.,
1986), suplementado con 1 ng/ml hipotaurina (Sigma, H-1384), cubiertas con aceite mineral en placas de
cultivo de 35x10 mm. Tras la capacitacion, se evalu6 la concentracion espermatica con una cdmara de
recuento celular. Se colocaron 20-25 COCs/microgota y se inseminaron con una alicuota (5 m) de la
suspension de espermatozoides capacitados, con una concentracion final de aproximadamente 3.5x10s
espermatozoides/ml). El co-cultivo se mantuvo durante 24 h a 38.5°C en una atmésfera de 5% de CO> en aire
y saturada de humedad.
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Evaluacidn del estadio nuclear de los ovocitos

El estadio nuclear de los ovocitos tras la MIV y la FIV se evalud mediante fijacion y tincion con una solucién de
lacmoide (Sigma, L-7512) al 1%.

Tras 27 h de maduracién, los ovocitos se separaron de las células del cumulus mecanicamente mediante
continuado pipeteo y, una vez lavados, se fijaron en una solucion de acido acético 90% y etanol (1:3, v/v) a
4°C al menos durante 24 h. Posteriormente, se tifieroncon lacmoide en una solucion de acido acético al 45% y
se observaron con un microscopio optico Olympus BX50 a 400X. Los ovocitos se clasificaron en 5 categorias
en funcion del estadio nuclear que presentaron:

- Vesicula germinativa (VG)

- GVBD (ruptura de la vesicula germinativa-prometafase |)
- Metafase | (MI)

- Anafase-telofase | (An-Tel )

- Ml (Metafase Il)

Se considero un ovocito madurado nuclearmente cuando alcanzé el estadio de metafase |I.

A las 20 h postinseminacion, una muestra de los presuntos cigotos se separaron de los espermatozoides
adheridos a su zona pellcida mecanicamente mediante continuado pipeteo, y se procesaron de igual forma
que los ovocitos tras la maduracion.

Los presuntos cigotos se consideraron fecundados cuando presentaron en su citoplasma una o mas cabezas
espermaticas no descondensadas, parcialmente descondensadas y/o pronucleos ya formados con sus
respectivas colas. Asimismo, se clasificaron como ovocitos con formacién del prontcleo masculino aquellos
ovocitos fecundados que presentaron uno o mas pronlcleos masculinos en su citoplasma.

En funcién del nimero de espermatozoides que penetraron los ovocitos, éstos se clasificaron en 2 categorias:

- Monoespérmicos: ovocitos fecundados que presentaron en su citoplasma una sola cabeza no
descondensada, parcialmente descondensada o un pronucleo ya formado con su respectiva cola. Estos
ovocitos fueron clasificados, a su vez, en: fecundados normalmente, cuando mostraron un prondcleo femenino
y un pronucleo masculino ya formados, y en asincrénicos, cuando mostraron un pronucleo femenino y una
cabeza espermatica sin descondensar.

- Poliespérmicos: ovocitos fecundados que presentaron en su citoplasma mas de una cabeza no
descondensada, parcialmente descondensada y/o pronucleo ya formado con sus respectivas colas.

Las cabezas de los espermatozoides que penetraron en los ovocitos se clasificaron morfolégicamente en
funcion de su grado de descondensacion en 4 categorias, segun el criterio establecido por Kikuchi et al.
(1999):

- Cabeza condensada

- Cabezahinchada

- Cromosomas en metafase
- Pronucleo masculino
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Cultivo embrionario in vitro (CIV)

A las 24 h postinseminacion se separaron los espermatozoides adheridos a la superficie de los presuntos
cigotos mecanicamente mediante continuado pipeteo y se lavaron con el medio de cultivo de embriones. El
CIV se realiz en microgotas de 20-25 m de Fluido Oviductal Sintético (SOF; Tervit et al. (1972), modificado
por Takahashiy First (1992)) cubiertas con aceite mineral en placas de cultivo de 35x10 mm. Se colocaron 20-
25 presuntos embriones/microgota y se mantuvieron en cultivo durante 7 dias (8 dias postinseminacion) a
38.5°C en una atmosfera de 90% de Ne, 5% de CO2 y 5% de Oz. A las 24 h del inicio del cultivo (es decir, a las

48 h postinseminacion) se afiadio a las microgotas un 10% (v/v) de SS (0.1 nhde suero/embridn).

Valoracion del desarrollo embrionario

A los 7 dias del inicio del cultivo (8 dias postinseminacion) se valor6 el desarrollo embrionario alcanzado
mediante una tincién fluorescente para ADN (Hoechst 33342, Sigma, B-2261). Los presuntos embriones se
depositaron sobre portaobjetos y, tras secarlos en una platina a 37°C, se fijaron en alcohol absoluto a 4°C
durante 24-48h. Tras este periodo de tiempo, se secaron al aire y se tifieron con 12 nh de una solucién de
trabajo Hoechst, preparada el mismo dia de su uso mezclando 0.99 ml de citrato sddico (BDH Chemicals Ltd.,
Poole, England) al 2.3% (w/v) y 0.01 ml de la solucion madre de Hoechst (1 mg Hoechst/1mg de citrato sodico
2.3%). Se cubrieron con cubreobjetos y se sellaron las preparaciones para conservarlas a 4°C. Se examinaron
con un microscopio de fluorescencia con una longitud de onda de 380-420 nm (400X) y se clasificaron segin
el numero total de células embrionarias que presentaron en:

- Embriones totales: embriones con 3 2 células.

- Embriones 3 8 células: embriones con 3 8 células.

- Morulas: embriones con 3 16 células.

- Blastocistos: embriones con 3 32 células.

- Blastocistos expandidos: blastocistos en los que el espesor de la zona pellcida y de la capa de
células del trofoblasto se redujo de forma considerable, motivado por el aumento de tamafio de
la masa celular embrionaria.

- Blastocistos eclosionados: blastocistos en que se produjo la extrusiéon de un grupo o la totalidad
de células de la masa celular embrionaria a través de la zona pelucida, consiguiéndose o no la
total expansion del blastocisto.

DISENO EXPERIMENTAL

Experimento 1

EFECTO DE LA ADICION DE COMPUESTOS TIOL AL MEDIO DE MIV SOBRE LA MV, FIV Y
DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO

En el Experimento 1 se evalud la capacidad de desarrollo de los ovocitos de cabras prepuberes tras la adicion
al medio de maduracion de cisteamina (100 M), b-mercaptoetanol (100 nM), cisteina (0.57 mM), cistina (0.57
mM) con respecto a un grupo control, en cuyo medio de maduracién no se incluyeron compuestos tiol.
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La capacidad de desarrollo ovocitario se evalu6 mediante (i) el porcentaje de ovocitos que alcanzaron el
estadio de Mll tras 27 h de MIV, (ii) el porcentaje de fecundacién normal tras 20 h de FIV, (iii) el porcentaje de
embriones totales, embriones con 3 8 células, mérulas mas blastocistos, blastocistos expandidos y
blastocistos eclosionados alcanzado a los 8 dias postinseminacion y (iv) el numero medio de células de dichos
embriones.

Experimento 2

EFECTO DE LA ADICION DE COMPUESTOS TIOL AL MEDIO DE MIV SOBRE LA SINTESIS DE
GLUTATION INTRACELULAR

En el Experimento 2 se evalué la capacidad de los ovocitos para sintetizar GSH intracelular durante la MIV en
presencia o ausencia de compuestos tiol afiadidos al medio de MIV. Para ello, se analiz6 el contenido de GSH
intracelular en ovocitos inmaduros (0 h de MIV) y en ovocitos madurados con cisteamina, b-mercaptoetanol,
cisteina, cistina y en el medio control (27 h de MIV).

Inmediatamente después de la recuperacion de los ovocitos, se tomé una muestra de los ovocitos inmaduros
seleccionados y se procesaron para el anélisis de GSH intracelular segun se describe en el apartado anterior
de material y métodos.

A las 27 h de la MIV, los ovocitos se observaron bajo lupa binocular y distribuyeron en 2 grupos: ovocitos con
1° corpusculo polar, cuando se observo la presencia del primer corpusculo polar en el espacio perivitelino, y
ovocitos sin 1° corpusculo polar, cuando éste no pudo ser observado. Los ovocitos se procesaron para el
analisis de GSH intracelular del mismo modo que para los ovocitos inmaduros.

Analisis estadistico

Las diferencias entre grupos de tratamiento se calcularon mediante el test de c2 o el test exacto de Fisher. Se
calculé el c? total y se hallé significativo antes de realizarse el test exacto de Fisher para detectar las
diferencias entre grupos de tratamiento. Se realizd un test Kruskal-Wallis con el post-test de Multiples
Comparaciones de Dunn para analizar las diferencias entre grupos en el nimero medio de espermatozoides
por ovocito poliespérmico y en el numero de células de los embriones. Las concentraciones de GSH
intracelular se sometieron a una transformacién logaritmica y se evaluaron mediante el test de t-Student. Se
consideraron significativas las diferencias con un valor de probabilidad £ 0.05. Para todos los andlisis se
empled el paquete estadistico GraphPad InStat (versiéon 3.01 para Windows 95, GraphPad Software, San
Diego, California, USA)
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RESULTADOS

Experimento 1

EFECTO DE LA ADICION DE COMPUESTOS TIOL AL MEDIO DE MIV SOBRE LA MV, FIV Y
DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO

Maduracion nuclear

Los resultados obtenidos con relacion a la maduracion nuclear ovocitaria tras 27 h de cultivo se muestranen la
Tabla 1.

Més del 90% de los ovocitos fueron capaces de reiniciar la meiosis en cada uno de los grupos evaluados. Los
ovocitos que no alcanzaron el estadio de MIl quedaron bloqueados en su mayor parte en estadio de MI (rango,
24.1-30.0%). No se hallaron diferencias significativas en los porcentajes de maduracion nuclear alcanzados
entre los diferentes tratamientos y el control (rango, 67.1-70.8 %).

Tabla 1. Efecto de la adicién de compuestos tiol en el medio de maduracién in vitro sobre la maduracion nuclear
de ovocitos de cabras prepuberes (réplicas=6)

| N Ve TG0 T
Cisteamina 295 12(41)  1(03) 71241  2(0.7)  209(70.8)
b-mercaptoetanol 189 9(4.8) 1(05)  47(24.9) 0(0) 132 (69.8)
Cisteina 221 7(3.2) 0(0) 56(253)  2(09) 156 (70.6)
Cistina 210 4(19) 1(05)  63(30.0)  1(05)  141(67.1)
Control 326 16 (4.9) 0(0) 84(258)  1(0.3)  225(69.0)

VG: Vesicula Germinativa; GVBD: Ruptura de la Vesicula Germinativa; MI: Metafase |; An-Tel |: Anafase-Telofase I; Mil: Metafase I.

Fecundacion in vitro

En la Tabla 2 se muestran los parametros de fecundacién obtenidos tras 20 h de FIV, calculados respecto al
numero total de ovocitos inseminados.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de fecundacién total en cada uno de los grupos
evaluados, incluyendo el control (rango, 44.9%-59.7%). Sin embargo, los ovocitos madurados en presencia de
cisteamina exhibieron un porcentaje de formacion de los 2 pronucleos més elevado (35.3%) que los ovocitos
del grupo control (20.7%; P<0.05). En cuanto a las anomalias analizadas, se observé un menor porcentaje de
asincronia en el desarrollo del pronucleo masculino en los grupos de cisteamina (3.9%) y b-mercaptoetanol
(1.9%) comparado con los grupos cisteina (24.2%; P< 0.05), cistina (25.4%; P< 0.001) y control (20.7%; P<
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0.01). Los porcentajes de fecundacion poliespérmica fueron semejantes en todos los grupos (rango, 9.0-
17.1%).

Tabla 2. Efecto de la adicién de compuestos tiol en el medio de maduracion in vitro sobre la fecundacién in vitro
de ovocitos de cabras prepuberes (réplicas=6)

NUmero total Fecundacion
MBI ir?:e?:ionca:?c?s Total 2 pronucleos Asincronia Poliespermia

n (%) n (%) n (%) n (%)

Cisteamina 102 50 (49.0) 36 (35.3)2 4(3.9)p 10 (9.8)

b-mercaptoetanol 78 35 (44.9) 27 (34.6)ab 1(1.3)P 7(9.0)
Cisteina 99 52 (52.5) 24 (24.2)ab 13 (13.1)? 15(15.2)
Cistina 67 40 (59.7) 17 (25.4)20 16 (23.9)2 7(10.4)
Control 82 45 (54.9) 17 (20.7)° 14 (17.1)2 14 (17.1)

Fecundacion total: una o mas cabezas espermaticas no descondensadas, parcialmente descondensadas y/o pronucleos; 2 prondcleos:
pronucleo masculino y prontcleo femenino; Asincronia: pronucleo femenino y cabeza espermatica sin formar prontcleo; Poliespermia:
mas de una cabeza no descondensada, parcialmente descondensada y/o pronucleo ya formado

ab: |os valores en una misma columna con diferente superindice difieren significativamente (c2, P<0.05)

En la Tabla 3 se exponen los parametros de fecundacion de los ovocitos calculados respecto al total de
ovocitos fecundados. Méas del 85% de los ovocitos madurados en presencia de cisteamina (88.0%) y b-
mercaptoetanol (97.1%) fueron capaces de formar el pronucleo masculino tras la penetracion espermatica.
Estos porcentajes fueron significativamente superiores a los grupos de ovocitos madurados con cistina
(47.5%; P< 0.0001) y el control (62.2%; P< 0.01). La presencia de cisteina proporcion6 una menor tasa de
descondensacion de las cabezas espermaticas (73.1%) respecto al b-mercaptoetanol (P<0.01). Ademas, la
capacidad de formacién del pronucleo masculino en el grupo de cisteina fue significativamente superior al de
la cistina (P< 0.05). A pesar de que la monoespermia fue similar en todos los grupos evaluados, los ovocitos
tratados con cisteamina y b-mercaptoetanol presentaron mayores tasas de fecundacion normal (72.0% y
77.1%, respectivamente) que los ovocitos tratados con cisteina (46.2%; P< 0.05), cistina (42.5%; P< 0.01) y el
control (37.8%, P< 0.01). De esta forma, la presencia de cabezas espermaticas sin descondensar en los
ovocitos monoespérmicos fue menos frecuente en los grupos de cisteamina (8.0%) y b-mercaptoetanol (2.9%)
respecto a la cistina (40.0%; P<0.001) y al control (28.9%, P< 0.01). Las tasas de poliespermia no se vieron
afectadas por el tratamiento, situandose los porcentajes de esta anomalia entre el 17.5-31.1%.
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Tabla 3. Efecto de la adicién de compuestos tiol en el medio de maduracién in vitro sobre los parametros de
fecundacion de ovocitos fecundados de cabras prepuberes (réplicas=6)

Nimero Monospermia Poliespermia

Tratamiento foialige ALY , —— ;
ovocitos n (%) Total ~ 2prondcleos Asincronia |  Total Media
fecundados n (%) n (%) n (%) n(%)  spziov
Cisteamina 50 44 (88.0)» | 40(80.0)  36(72.0) 4(8.0p | 10(20.0) 2307
b-mercaptoetanol 35 34(97.1)2 | 28(80.0) 27 (77.1) 1(29) | 7(20.0) 23+06
Cisteina 52 38(73.1) | 37(71.2) 24(46.20  13(11.5)0 | 15(28.8) 2.5+0.1
Cistina 40 19 (47.5) | 33(82.5) 17(425)  16(40.0p2 | 7(17.5) 2305

Control 45 | 28(62.2)% | 31(68.9) 17(37.8)  14(28.9) | 14(31.1) 2.1%0.1

PNM: uno o mas pronucleos masculinos; Monoespermia: una sola cabeza no descondensada, parcialmente descondensada o un
pronucleo; 2 proncleos: pronucleo masculino y prontcleo femenino; Asincronia: prontcleo femenino y cabeza espermatica sin formar
pronucleo; Poliespermia: mas de una cabeza no descondensada, parcialmente descondensada y/o pronucleo ya formado; Media spz/ov:
nimero medio de espermatozoides por ovocito poliespérmico

abcd: Jos valores en una misma columna con diferente superindice difieren significativamente (c?, P<0.05)

Figura 1. Fecundacion normal: Prontcleo masculino, pronticleo femenino y cola del espermatozoide.

Figura 2. Fecundacién asincronica: Prontcleo femenino, cabeza del espermatozoide sin descondensar y cola.
Figura 3. Fecundacion poliespérmica: 2 prondicleos, cabezas sin descondensar y varias colas de espermatozoide.
Figura 4. Fecundacion poliespérmica: 1 prontcleo femenino y 2 prontcleos masculinos.
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La Tabla 4 detalla el grado de descondensacién de la cabeza de los espermatozoides hallados en el
citoplasma de los ovocitos clasificados como monoespérmicos. La mayor parte de los ovocitos madurados en
presencia de cisteamina (90.0%) y b-mercaptoetanol (96.4%), penetrados por un solo espermatozoide, fueron
capaces de formar el prontcleo masculino, siendo estos porcentajes superiores (P<0.05) a los mostrados por
los ovocitos madurados en presencia de cisteina (64.9%), cistina (51.5%) y en el grupo control (54.8%). Se
hallaron cabezas condensadas en menor proporcién (P<0.05) en los ovocitos madurados con cisteamina
(7.5%) y b-mercaptoetanol (0%) que en los ovocitos madurados en presencia de cistina (30.3%) y en el grupo
control (38.7%).

Tabla 4. Efecto de la adicién de compuestos tiol en el medio de maduracion in vitro sobre el grado de
descondensacion de la cabeza del espermatozoide en ovocitos monoespérmicos (réplicas=6)

Numero total Pronucleo Cromosomas Cabeza Cabeza
Tratamiento de ovocitos masculino metafasicos hinchada  condensada
monoespérmicos n (%) n (%) n (%) n (%)
Cisteamina 40 36 (90.0)2 1(2.9) 0(0) 3 (7.5)e
b-mercaptoetanol 28 27 (96.4)2 0(0) 1(3.6) 0(0)c
Cisteina 37 24 (64.9)° 2(5.4) 2(5.4) 9(24.3)
Cistina 33 17 (51.5)° 3(9.1) 3(9.1) 10 (30.3)a
Control 31 17 (54.8) 2(6.5) 0(0) 12 (38.7)2

abe,: |os valores en una misma columna con diferente superindice difieren significativamente (c2, P<0.05)

En la Tabla 5 se expone de manera detallada el grado de descondensacién de las cabezas de los
espermatozoides hallados en el citoplasma de los ovocitos clasificados como poliespérmicos. En este caso, el
100% vy el 91.7% de los espermatozoides que penetraron en ovocitos madurados con b-mercaptoetanol y
cisteina, respectivamente, desarrollaron pronucleos masculinos. Esta tasa fue significativamente mayor (P<
0.05) a la observada en espermatozoides que penetraron en ovocitos madurados en presencia de cisteamina
(62.5%), cistina (50.0%) y en el control (40.0%). Asimismo, se hallaron menos cabezas condensadas (P< 0.01)
en el grupo de ovocitos madurados con b-mercaptoetanol (0%) y cisteina (5.6%) que en el control (50.0%).
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Tabla 5: Efecto de la adicion de compuestos tiol en el medio de maduracién in vitro sobre el grado de
descondensacion de la cabeza del espermatozoide en ovocitos poliespérmicos (réplicas=6)

Ndmero total de Pronucleo Cromosomas Cabeza Cabeza
Tratamiento espermatozoides masculino metafasicos hinchada  condensada

’ n (%) n (%) n (%) n (%)

Cisteamina 23 15 (62.5)° 2(8.7) 1(4.3) 5(21.7)ab
b-mercaptoetanol 17 17 (100)2 0(0) 0(0) 0(0)p
Cisteina 36 33(91.7)2 1(2.8) 0(0) 2 (5.6)p

Cistina 18 9 (50.0) 3(16.7) 1(5.6) 5(27.8)ab

Control 30 12 (40.0)° 2(6.7) 1(3.3) 15 (50.0)2

ab.: los valores en una misma columna con diferente superindice difieren significativamente (c2, P<0.05)

Desarrollo embrionario in vitro

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en cuanto al desarrollo embrionario tras 7 dias de cultivo.
El porcentaje de division fue similar en todos los grupos evaluados, pero en el caso de los ovocitos tratados
con b-mercaptoetanol, la proporcién de embriones divididos (39.1%) fue significativamente superior (P<0.05) a

la del grupo de ovocitos tratados con cistina (28.2%). El porcentaje de embriones divididos que super6 el
bloqueo de las 8 células fue significativamente superior en el grupo de ovocitos madurados en presencia de
cisteamina (38.9%) que en los grupos de b-mercaptoetanol (13.9%; P<0.01), cisteina (13.3%; P<0.01) y
cistina (15.1%; P<0.05), pero no difirid con el grupo control (26.9%). La formacion de mérulas méas blastocistos
fue mas elevada en el grupo de cisteamina (22.2%) que en los grupos de cistina (0%; P<0.001) y control
(6.4%; P<0.05), pero semejante a la de los grupos b-mercaptoetanol (13.9%) y cisteina (13.0%). El grupo de
ovocitos madurados con cistina no presenté desarrollo hasta los estadios de mérula y blastocisto. Respecto al
porcentaje de formacion de blastocistos expandidos, la mayor tasa se dio en el grupo de ovocitos madurados
con cisteamina (13.0%), semejante al grupo de b-mercaptoetanol (8.3%), y que fue superior (P<0.05) a los
grupos de la cisteina, cistina y control (0%, 0% y 2.6%, respectivamente). Asimismo, la tasa de blastocistos
expandidos fue superior (P<0.05) en el grupo de b-mercaptoetanol que en los grupos de cisteina y cistina.

Todos los embriones que superaron el estadio de bloqueo a las 8 células en el grupo de b-mercaptoetanol
prosiguieron su desarrollo hasta mérula y blastocisto, y un 60% alcanzo el estadio de blastocisto expandido.
Estas tasas fueron superiores a las logradas en los tratamientos con cisteamina (57.1% y 33.3%,
respectivamente) y en el control (28.6% y 9.5%, respectivamente). La tasa de blastocistos expandidos que
eclosiond a los 8 d postinseminacion fue similar en los grupos de maduracion con cisteamina (28.6%) y b-
mercaptoetanol (33.3%).
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Tabla 6: Efecto de la adicién de compuestos tiol en el medio de maduracién in vitro sobre el desarrollo
embrionario in vitro de ovocitos de cabras prepuberes (réplicas=6)

Desarrollo embrionario a los 8 dias postinseminacion
Tratamiento NUmero total [ Embriones Embriones  Mérulas+  Blastocistos  Blastocistos
de ovocitos totales 3 8 células blastocistos  expandidos eclosionados
inseminados n (%) n (%)* n (%)* n (%)* n (%)*
Cisteamina 160 54 (33.8)  21(38.9)a 12 (22.2) 7(13.0) 2(3.7)
b-mercaptoetanol 184 72(39.12  10(13.9)  10(13.9) 6 (8.3)e 2(2.7)
Cisteina 185 60 (32.4) 8(13.3)p 8 (13.0) 0 (0) 0(0)
Cistina 188 53 (28.2) 8 (15.1)° 0(0) 0 (0)e 0(0)
Control 210 78 (37.1)»  21(26.9) 6 (6.4)0c 2 (2.6)r 0(0)

*: porcentajes calculados respecto al total de embriones
ab.c: los valores en una misma columna con diferente superindice difieren significativamente (c?, P<0.05)

En la Tabla 7 se representa el numero medio de células del total de embriones divididos, del total de
embriones en estadio de morula y blastocisto y del total de embriones en estadio de blastocisto expandido
para cada uno de los tratamientos evaluados. No se hallaron diferencias significativas en el nimero medio de
células de los embriones totales. Sin embargo, el numero medio de células de las mérulas y blastocistos
obtenidos con el tratamiento de cisteamina (62.3 £ 38.3) fue superior (P<0.01) al nimero medio logrado con el
tratamiento de cisteina (19.3 £ 1.5).

Tabla 7: Efecto de la adicion de compuestos tiol en el medio de maduracion in vitro sobre el nimero medio de
células de los embriones obtenidos a partir de ovocitos de cabras prepuberes (réplicas=6)

NUmero medio de células
Traiamiento Embriones totales Morulas + blastocistos Blastocistos expandidos
n N°decélulas n N° de células n  N°decélulas
Cisteamina 54 13.7+£26.5 12 62.3 + 38.32 7 86.8 + 13.82
b-mercaptoetanol 72 76+144 10 41.6+£17.5% 6 51.0+8.8°
Cisteina 60 50+5.1 8 19.3+1.5° 0 -
Cistina 53 45+26 0 - 0 -
Control 78 6.8+9.4 6 32.3 £ 24 120 2 60.5+0.7°

ab: los valores en una misma columna con diferente superindice difieren significativamente (Kruskal-Wallis, P<0.01)
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Experimento 2

EFECTO DE LA ADICION DE COMPUESTOS TIOL AL MEDIO DE MIV SOBRE LA SINTESIS DE
GLUTATION INTRACELULAR

En la Figura 5 se representan los niveles de GSH intracelular detectados en los ovocitos de cabras prepuberes
inmaduros (hora 0 de la MIV), tras la maduracion in vitro (27 h de la MIV) y en los ovocitos ovulados de cabras
adultas. Los ovocitos madurados en presencia de tioles, en los tratamientos de cisteamina, &-mercaptoetanol,
cisteina y cistina mostraron niveles superiores (P<0.05) de GSH intracelular que los ovocitos inmaduros (7.74
+1.32,10.40 £ 1.34,6.59 + 1.86 y 7.92 + 0.69 vs. 4.15 + 1.02 pmol/ovocito, respectivamente). También se
observé una tendencia (P=0.0736) a una mayor concentracion de GSH en el tratamiento de &-mercaptoetanol
comparado con el grupo control. Se analizé el contenido de GSH intracelular de una muestra de 21 ovocitos
ovulados, detectandose 23.73 pmol/ovocito. Dicha muestra no se comparé estadisticamente al tratarse de una
sola réplica.

Figura 5: Efecto de la adicion de compuestos tiol en el medio de maduracién in vitro sobre el contenido de GSH
intracelular tras la MIV de ovocitos de cabras prepuberes (réplicas=3)

23.73
251
20 1 a*
| a a
15 b ab 10.40 + 1.34 a o2+ 060
7.74 £1.32 92 +0.
10- 6.59 + 1.86
415102 009087
5 -
0 ,
Inmaduros Control Cisteamina b-ME Cisteina Cistina Ovulados

Madurados in vitro

a,b: las columnas con diferentes superindices difieren significativamente (t-Student, P<0.05); *: tendencia respecto al grupo control
(P<0.1)

La Tabla 8 muestra el contenido de GSH intracelular de los ovocitos de cabras prepuberes en funcién de la
presencia o no del primer corpusculo polar (CP) tras 27 h de MIV, comparado con el contenido de GSH
intracelular en los ovocitos inmaduros y de los ovocitos ovulados de cabras adultas. Los ovocitos que
mostraron el CP en los tratamientos de cisteamina, cisteina, cistina y control presentaron una concentracion
superior (P<0.05) de GSH intracelular (10.16 + 1.52, 13.5 + 0.72, 8.83 £ 0.72 y 10.57 £ 2.92 pmol/ovocito,
respectivamente) comparados con los ovocitos inmaduros (4.15 £ 1.02 pmol/ovocito). En el tratamiento de &-
mercaptoetanol, los ovocitos que exhibieron el CP mostraron una tendencia (P=0.0553) a una mayor
concentracién de GSH (11.87 £ 5.71 pmol/ovocito) respecto a los ovocitos inmaduros, mientras que los
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ovocitos que no exhibieron el CP mostraron un mayor contenido (9.67 + 1.32 pmol/ovocito) respecto a los
ovocitos inmaduros (P<0.05). Por otro lado, los ovocitos madurados en presencia de cisteina y que mostraron
el CP, presentaron una mayor contenido (P<0.05) de GSH intracelular que los ovocitos madurados en el grupo
control sin CP (3.56 + 1.42 pmol/ovocito) y en el grupo cistina, tanto si mostraron (8.83 £ 0.72 pmol/ovocito) o
no mostraron (7.01 £ 0.93 pmol/ovocito) el CP. Dentro del grupo control, los ovocitos que mostraron el CP
exhibieron una tendencia (P=0.0868) a poseer un mayor contenido de GSH intracelular (10.57 £ 2.92
pmol/ovocito) que los ovocitos que no lo mostraron (3.56 + 1.42 pmol/ovocito).

Tabla 8: Efecto de la presencia 0 no de corpusculo polar tras la MIV sobre el contenido
de GSH intracelular de ovocitos de cabras prepuberes (réplicas=3)

Tratamiento CP MR .tOtaI pmol GSH/ovocito
de ovocitos
+ 96 10.16 £ 1.52 ab
Cisteamina
97 5.74 £ 3.50 abc
+ 85 11.87 +5.71 abc *
b-mercaptoetanol
100 9.67+1.32ab
+ 67 13.5+0.72a
Cisteina
107 5.01+4.77 abc
+ 70 8.83+0.72b
Cistina
103 7.01+0.93bc *
+ 68 10.57 £2.92 ab
Control
75 3.56+1.42bc
Inmaduros Total 135 415+1.02¢
Ovulados Total 21 23.73

CP: corpusculo polar; bc; los valores en una misma columna con diferente superindice difieren
significativamente (t-Student, P<0.05); *: tendencia respecto a los ovocitos inmaduros (P<0.1)
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DISCUSION

Sintesis de GSH intracelular

En el presente estudio, hemos comprobado que la presencia de cisteamina, b-mercaptoetanol, cisteina y
cistina en el medio de MIV estimula la sintesis de GSH intracelular durante la MIV de ovocitos de cabras
prepuberes. Este resultado corrobora estudios realizados con anterioridad, en los que se describe la sintesis
de GSH durante la MIV de ovocitos bovinos, ovinos y porcinos en presencia de cisteamina (De Matos et al.,
1995,1996,1997,1999; Nagai et al., 1996; Yamauchi y Nagai, 1999), b-mercaptoetanol (De Matos et al.,
1996,1997, 1999; Abeydeera et al., 1998,1999; De Matos y Furnus, 2000), cisteina (De Matos et al., 1996,
1997; De Matos y Furnus, 2000; Yoshida et al., 1993; Sawai et al., 1997) y cistina (De Matos et al., 1996,1997;
De Matos y Furnus, 2000). Sin embargo, el nivel de GSH intracelular en ovocitos de cabras prepuberes no se
modifico tras la MIV en un medio libre de tioles, al contrario de lo observado durante la MIV en ausencia de
compuestos tiol de ovocitos de ratén (Calvin et al., 1986), hamster (Perreault et al., 1988), cerdo (Yoshida et
al., 1993) y vaca (Miyamura et al., 1995; De Matos, 1996).

Tras analizar los resultados anteriores, se podria pensar que los ovocitos de cabras prepuberes madurados in
vitro Unicamente son capaces de sintetizar GSH intracelular al ser madurados en presencia de compuestos
tiol. Sin embargo, cabe resaltar que no todos los ovocitos cultivados alcanzan el estadio de Ml tras la MIV.
Asi, se comprobd que los ovocitos de cabras prepuberes que maduraron nuclearmente (evaluado por la
presencia del primer corpusculo polar), incluso en ausencia de compuestos tiol, fueron capaces de sintetizar
GSH, hecho demostrado por el incremento en el contenido de GSH intracelular de los ovocitos en estadio de
MII tras la MIV respecto a los ovocitos inmaduros. Por tanto, podemos afirmar que los ovocitos de cabras
prepuberes son capaces de sintetizar GSH a medida que progresan hacia el estadio de Ml y que realmente
existe una correlacion entre la maduracién nuclear y la sintesis de GSH, puesto que los ovocitos que no
presentaron el primer corpusculo polar no mostraron un incremento en el contenido de GSH intracelular tras la
MIV. Este resultado corrobora el hallazgo de Perreault et al. (1988), quienes describieron que el nivel de GSH
intracelular aumentaba durante el desarrollo y la maduracién del ovocito de hdmster en el ovario, a medida
que el ovocito se aproxima al tiempo de ovulaciéon. De este modo, los ovocitos de hamster ovulados, en
estadio de MII, capaces de descondensar los nucleos de los espermatozoides, contenian mas GSH, y ademas
poseian mas poder reductor que los ovocitos en vesicula germinal o en estadio pronuclear. En ovocitos de
cabras prepuberes madurados in vitro sucede lo mismo, ya que el nivel de GSH intracelular es superior en los
ovocitos en estadio de Ml que en los ovocitos recuperados directamente del foliculo, en estadio de VG.

Presencia del primer corpusculo polar

Por otro lado, en el presente trabajo se intentd comparar el nivel de GSH intracelular entre los ovocitos que
exhibieron el primer corpusculo polar, y que por tanto se hallaban en estadio de MIl, y los ovocitos que no lo
exhibieron, es decir, que teéricamente no habian alcanzado el estadio de MII. La ausencia de diferencias en
los niveles de GSH entre los dos grupos se deberia a que los ovocitos que no presentaron corpusculo polar no
se hallarian Unicamente en estadio de VG (probabilidad muy reducida, si tenemos en cuenta que este
porcentaje fue inferior al 5% en todos los grupos), sino en estadios mas avanzados de maduracion, por lo que
ya habrian comenzado la sintesis de GSH. Por tanto, en este grupo de ovocitos se encontrarian aquellos en
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estadio de VG, GVBD, Ml y An-Tel |, pero también aquellos ovocitos en Mll a los que no se pudo observar el
corpusculo polar. De hecho, las tasas de maduracién nuclear en este experimento, evaluadas por la presencia
de corpusculo polar bajo lupa binocular resultaron inferiores al 50%, mientras que las tasas de Ml en el
experimento anterior, evaluadas con tincién nuclear, fueron superiores al 65%, por lo que se confirmaria la
presencia de ovocitos en Ml en el grupo clasificado sin corpusculo polar. Todos estos hallazgos conducen a la
idea de que, para evaluar la capacidad de un compuesto para estimular la sintesis de GSH durante la MIV de
los ovocitos de cabras prepuberes, deberiamos seleccionar Unicamente los ovocitos en estadio de MIl. La
visualizacion de la presencia del corpusculo polar bajo lupa binocular es un proceso lento y, tal y como hemos
mencionado anteriormente, no es un método 100% fiable. Por tanto, una posibilidad seria que, antes de
congelar los ovocitos para el anélisis del nivel de GSH intracelular, evaludramos su estadio de maduracion
nuclear mediante tincion de los ovocitos con Hoechst (Velilla et al., 1999).

Madurados in vitro versus ovulados

Los ovocitos ovulados de cabras adultas mostraron un mayor contenido de GSH intracelular respecto a los
ovocitos de cabras prepuberes madurados in vitro. No tenemos conocimiento de estudios realizados en otras
especies en los que se compare el contenido de dicho tripéptido entre ovocitos de animales adultos y
prepuberes. Sin embargo, si que se ha demostrado una mayor concentracion de GSH en ovocitos ovulados
comparado con los ovocitos madurados in vitro en hamster (Perreault et al., 1988) y cerdo (Yoshida et al.,
1993). También se ha descrito una concentracion mas baja de GSH en embriones de ratdn obtenidos tras FIV
que fecundados in vivo (Gardiner y Reed, 1994). Por tanto, seria posible que estos niveles de GSH intracelular
en los ovocitos caprinos madurados in vitro fueran inferiores a los obtenidos en ovocitos madurados in vivo, lo
que explicaria, en parte, las bajas tasas de desarrollo observadas en este tipo de ovocitos. En el presente
trabajo, aunque es destacable el elevado nivel de GSH detectado en los ovocitos ovulados de cabra adulta,
no podemos concluir nada en este aspecto, ya que unicamente se evalué una muestra con 21 ovocitos. Sin
embargo, es posible que la concentracion de GSH en los ovocitos inmaduros aumente al aproximarse a la
pubertad, y sea superior en los ovarios de hembras adultas. Comparativamente, se ha demostrado que la
concentracion de GSH en el testiculo de rata aumenta aproximadamente 3 veces entre los dias 8 y 26 del
desarrollo postnatal, coincidiendo con el inicio de la espermatogénesis, y se mantienen a un elevado nivel
durante el posterior desarrollo testicular (Calvin y Turner, 1982). Por otro lado, el ambiente hormonal influye en
la sintesis y la modulacién de GSH en diversos tejidos. Asi, se ha observado que las hormonas esteroides de
las génadas regulan enzimas importantes en el mantenimiento del estatus y funcién del GSH, como la GSH-S-
transferasa, gglutamiltranspeptidasa y GSH peroxidasa (Das et al., 1982; Igarashi et al., 1984) y el
metabolismo hepato-renal del GSH (Hiramyana et al., 1987). También se ha mostrado que el estatus de
glutation en los hepatocitos de rata esta regulado por varias hormonas (Lu et al., 1990) y que los estrégenos
aumentan los niveles de GSH en el tejido expuesto (Suojanen et al., 1980). Ademas, la regulacion del GSH en
las células epiteliales del oviducto posiblemente depende del ambiente hormonal, y el estadio reproductivo
influencia la sintesis de GSH y la regulacion de la cisteina (McNutt-Scott y Harris, 1998). Toda esta
informacion aporta evidencias sobre la importancia del ambiente hormonal en que se maduran los ovocitos, la
edad y el estado reproductivo de las hembras de las que proceden los ovocitos, por lo que podrian explicarse



CompuesTos TioL <1176

las diferencias en el contenido de GSH halladas en ovocitos de la misma especie entre diferentes estudios y
entre ovocitos madurados in vitro y ovulados en un mismo estudio.

Las diferencias entre especies en los niveles de GSH ovocitario parecen estar correlacionadas con diferencias
en la estabilidad de la cromatina espermatica, en funcién del tipo de protamina presente. Segun Perreault
(1988) las especies que contienen protaminas 1y 2 (p.ej., el ratdn y el hamster) descondensan mas rapido
tras la microinyeccion dentro del ovocito que las que solamente contienen protamina 1 (por ejemplo, el toro). El
semen de cerdo se parece al de toro en que s6lo contiene la protamina 1, y probablemente es méas estable y,
por tanto, requiere mas GSH para la descondensacion (Yoshida et al., 1993). Posiblemente, el
espermatozoide de macho cabrio contenga protaminas estables, por lo que los ovocitos caprinos necesitarian
un elevado contenido de GSH para descondensar la cromatina, explicandose asi los niveles de GSH
detectados en los ovocitos inmaduros de cabras prepuberes, similares a los descritos en ovocitos bovinos
inmaduros (Miyamura et al., 1995).

Formacion del pronlcleo masculino

La formacion del prondcleo masculino depende de la activacién del ovocito (Yanagimachi y Noda, 1970;
lwamatsu y Chang, 1975; Usui y Yanagimachi, 1976; Perreault et al., 1984). Ademés, se ha descrito que la
sintesis de GSH durante la maduracién ovocitaria es un prerrequisito para la descondensacion de la cromatina
del espermatozoide y el inicio de la formacion del prontcleo masculino tras la penetracion del espermatozoide
en ovocitos de ratén (Calvin et al., 1986), hamster (Perreault et al., 1988; Perreault, 1990) cerdo (Yoshida et al.
1992, 1993; Yoshida, 1993; Grupen et al., 1994, 1995) y vaca (Miyamura et al., 1995; de Matos, 1995, 1996,
1997).

La descondensacion espermatica debe tener lugar mas lentamente o de forma incompleta en ovocitos que
contienen menor nivel de GSH de lo normal (insuficiente poder reductor), y esto debe resultar en el desarrollo
asincrénico de los nucleos del ovocitos y del espermatozoide (Yoshida, 1993). Podriamos pensar, por tanto,
que las reducidas tasas de formacidn del pronucleo masculino y la elevada tasa de cabezas espermaticas sin
descondensar detectadas en los ovocitos madurados in vitro de cabras prepuberes (Martino et al., 1995;
Mogas et al., 1997) podrian deberse a que estos ovocitos poseen un nivel de GSH inferior a lo normal. Esta
hipétesis se apoyaria en los elevados niveles de GSH detectados en ovocitos ovulados de cabras adultas,
mencionados anteriormente, comparados con los ovocitos de cabras preplberes madurados in vitro.

Cisteamina y R-mercaptoetanol

Maduracién nuclear

La adicién de tioles de bajo peso molecular como la cisteamina y el R-mercaptoetanol no mejoré la maduracion
nuclear hasta el estadio de MIl. Tampoco Yamauchi y Nagai (1999) en porcino ni Gasparrini et al. (2000) en
bufalo hallaron efecto de la cisteamina sobre el aumento de la maduracién meiotica. Sin embargo, Nagai et al.
(2000) observaron que, aunque en presencia de 10 ng/ml de FSH la cisteamina no ejercia ningun efecto
positivo sobre la maduracion nuclear, en presencia de 1 ng/ml de FSH, estimulaba la GVBD y mostraba una
tendencia a aumentar la formacién de MIl. Afios antes, en otro tipo de estudios, se habia descrito que
compuestos tiol de bajo peso molecular como R-mercaptoetanol y cisteamina promovian la viabilidad celular y
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aumentaban varias reacciones celulares en linfocitos (Fanger et al., 1970) y en células de carcinoma
embrionario (Rizzino y Sato, 1978; Oshima, 1978). En el presente estudio, podemos pensar que los efectos
positivos observados para otros tipos celulares no se manifiestan como promotores de la maduracion nuclear
en los ovocitos.

Fecundacion in vitro

La adicion de cisteamina y de b-mercaptoetanol al medio de MIV de los ovocitos mejor6 la formacién de los 2
pronucleos tras la FIV y, por tanto, disminuy6 el porcentaje de ovocitos que no descondensaron la cabeza del
espermatozoide. Es interesante el hecho de que el porcentaje de embriones totales formados a partir de los
ovocitos madurados en dichos tratamientos coincide con el porcentaje de ovocitos que formaron ambos
pronucleos. Sin embargo, en el grupo control, la tasa de embriones totales es superior a la tasa de ovocitos
que formaron los 2 pronicleos. La diferencia se explicaria por la divisién anémala de ovocitos que no
descondensaron la cabeza espermatica, ya que el porcentaje de embriones totales corresponde en este caso
ala suma de los ovocitos fecundados con 2 pronucleos y los ovocitos que no formaron el prontcleo masculino.
Este dato concuerda con los resultados hallados por Villamediana et al. (2001), quienes hallaron que los
ovocitos madurados en este mismo medio control proporcionaban un elevado porcentaje de embriones de 24
células con dotacion cromosomica haploide. Por tanto, podemos afirmar que la maduracion de ovocitos de
cabras prepuberes en presencia de cisteamina y b-mercaptoetanol estimula la formacién sincronica de los
pronucleos tras la FIV y que, en consecuencia, disminuye el porcentaje de embriones haploides.

Se ha demostrado que la capacidad para formar el pronlcleo masculino en ovocitos de cerdo esta
correlacionado positivamente con las concentraciones intracelulares de GSH (Yoshida, 1993; Funahashi et al.,
1994). En el presente trabajo, no hubo correlacién entre estos parametros, ya que la adicién de cisteamina 'y
b-mercaptoetanol al medio de MIV promovié la capacidad de los ovocitos de cabras prepuberes para
descondensar la cabeza del espermatozoide y ser fecundados de forma normal, disminuyendo la asincronia o
retraso en la formacion del pronucleo masculino, mientras que la adicién de cisteina y cistina mostraron
concentraciones similares de GSH intracelular sin estimular la formacion del pronucleo masculino. Este
hallazgo podria resultar contradictorio. Sin embargo, es posible que compuestos tiol de bajo peso molecular
como la cisteamina y el b-mercaptoetanol estén implicados directamente en la reduccién de las uniones
disulfido de las protaminas en la cromatina del nucleo del espermatozoide, un requisito para la formacién del
pronucleo masculino (Mattioli et al., 1988). Perreault et al. (1984) sugirieron que la descondensacion de la
cabeza del espermatozoide requeria la reduccién de las uniones disulfido, pero no era suficiente para la
formacién del prondcleo. Es importante sefialar que la cantidad de GSH absoluta en el ovocito no es
probablemente el unico factor determinante en la capacidad descondensante, aunque sea aparentemente un
factor limitante (Perreault et al., 1984). Ademas, existen estudios en los que indican que la descondensacion
de la cabeza del espermatozoide en el ovocito es tiempo y temperatura dependiente, sugestivo de un
requerimiento enzimatico (Perreault y Zirkin, 1983; Perreault et al., 1987). Anteriormente, Mahi y Yanagimachi
(1975) habian propuesto que el GSH podria jugar un papel en la descondensacion del nucleo del
espermatozoide bien por reduccién de los enlaces disulfido de las protaminas o bien por activacion de un
enzima sulfhidril que segmentara los enlaces disulfido. Ademas, Weisel y Schultz (1981) demostraron la
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actividad de la glutation reductasa en los ovocitos de ratdn, la cual fluctuaba con el estado de maduracion del
ovocito y probablemente era importante para el mantenimiento del poder reductor de disulfidos del ovocito.

También se ha descrito un aumento en la formacion del pronucleo masculino y la formacién sincrénica de los
pronucleos en porcino (Grupen et al., 1995; Nagai et al., 1996) con la adicién de cisteamina al medio de
maduracién. Grupen et al. (1995) consideran que la adicién de cisteamina al medio de cultivo es
probablemente importante no sélo para la sintesis de GSH, sino también para la inhibicién de la reduccion
espontanea de GSH durante la maduracion in vitro de los ovocitos, ya que el contenido de GSH de los
ovocitos denudados cultivados sin cisteamina fue menor que en los ovocitos cultivados con BSO en un medio
suplementado con cisteamina. Posiblemente, este sea otro de los factores que hace que la cisteamina y el y
b-mercaptoetanol mejoren la formacién del pronucleo masculino a pesar de exhibir la misma concentracién de
GSH que los ovocitos tratados con cisteina y cistina. En hamster, Kito y Bavister (1997) hallaron que la adicién
de cisteina o cisteamina al medio de MIV mejoraba la formacién del prontcleo masculino, pero Unicamente
con la utilizacion de cisteamina se alcanzaron valores similares a los de ovocitos madurados in vivo.

Desarrollo embrionario in vitro

Aparte del papel extracelular del GSH en la prevencion de la peroxidacion lipidica de membranas celulares
(Thomas et al., 1988; Avissar et al., 1989; Del Corso, 1994), el GSH juega un papel muy importante como
antioxidante celular (Meister y Anderson, 1983; Lafleur, 1994; Yu, 1994; Gaubin et al., 2000). Estudios previos
han indicado que el desarrollo embrionario mejora con el aumento de los niveles de GSH intracelular en los
ovocitos (De Matos et al., 1996; Abeydeera et al., 1998; De Matos y Furnus, 2000). En diversas especies se ha
observado un aumento en la produccion de embriones al aportar al medio de MIV compuestos tiol como
cisteamina (De Matos et al., 1995, 1996,1999; Grupen et al., 1995; Yamauchi y Nagai, 1999; Gasparrini et al.,
2000), b-mercaptoetanol (Abeydeera et al., 1998,1999; De Matos y Furnus, 2000), cisteina (De Matos y
Furnus, 2000) y cistina (De Matos et al., 1996,1997; De Matos y Furnus, 2000). En el presente estudio, de los
citados compuestos tiol evaluados, Unicamente la cisteamina produjo un aumento en la produccién in vitro de
blastocistos. En ovinos, la cisteamina y el b-mercaptoetanol en el medio de MIV también estimularon la
sintesis de GSH, pero solamente la cisteamina mejord el desarrollo embrionario (De Matos et al., 1999),
hallazgo que apoya nuestros resultados.

En nuestro trabajo, esta mejora en la produccion de blastocistos por adicion de cisteamina no se debe a la
proteccion contra el dafio oxidativo provocado por un aumento en la sintesis de GSH, como se ha descrito en
otros estudios (bovino: De Matos et al., 1995,1996; ovino: De Matos et al., 1999; porcino: Yamauchi y Nagai,
1999), ya que este aumento fue similar al resto de tratamientos evaluados. Por consiguiente, parte del mayor
desarrollo hasta el estadio de desarrollo debe estar causado, entre otras causas, por un aumento en la
formacion de los 2 pronucleos tras la FIV. En porcino, Grupen et al. (1995) asumen que la mejora total en el
desarrollo al afiadir 500 mm de cisteamina al medio de MIV puede ser atribuida en parte a una incidencia
aumentada de la formacion pronuclear sincronica tras la fecundacion. Sin embargo, el hecho de que la adicion
de 50 6 500 mm de cisteamina al medio de MIV aumentara la formacién pronuclear sincronica, mientras que
solamente la concentracion mas alta estimulara de manera significativa el desarrollo embrionario, se explicaria
por el hallazgo de que niveles aumentados de compuestos tiol en el citoplasma, acumulados durante la
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maduracion, pueden persistir en los embriones en division y ayudar a la division celular mitética (Chance et al.,
1979). Por consiguiente, quizés en nuestro estudio, la presencia de 100 nm de cisteamina permita una
acumulacién adecuada de tioles citoplasmaticos. Por otro lado, Lim et al. (1996) sugieren que el GSH, ademas
de su papel como antioxidante, debe jugar un importante papel intracelular en estadios especificos del
desarrollo embrionario bovino. En el raton, el glutation estaria involucrado en varios eventos embrionarios,
incluyendo la proliferacion celular y la diferenciacion en estadios preimplantacionales mas tardios, y
participaria en el metabolismo generador de energia como constituyente de co-enzimas. Ademas, este
tripéptido también juega un papel importante en la termotolerancia de los embriones murinos
preimplantacionales (Arechiga et al., 1995). En embriones de ratdn, los blastocistos tienen la capacidad para
sintetizar glutation, pero los embriones que se desarrollan desde el estadio de 2 células hasta el estadio de
morula tienen una capacidad limitada para sintetizar glutation (Gardiner y Reed, 1995). El GSH se acumula en
el ovocito durante su desarrollo en el ovario, protegiendo al ovocito en estadios posteriores de la fecundacion,
por lo que los embriones en estadio temprano acumulan grandes cantidades de GSH originado en los ovocitos
(Telford et al., 1990; Gardiner y Reed, 1995a,b). Asi, el incremento del contenido en GSH proporciona a los
ovocitos madurados in vitro grandes cantidades de GSH adecuadas para la proteccién de los embriones hasta
el estadio de blastocisto, mejorando la eficiencia de la produccion in vitro de blastocistos a partir de ovocitos
inmaduros (De Matos et al., 1995,1996). En el estudio de Takahashi et al. (1993), los embriones con bajas
concentraciones de GSH podrian haber estado sujetos a dafios oxidativos que resultaron en una baja tasa de
desarrollo. Como hemos comentado anteriormente, la cisteamina es importante no sélo para la sintesis de
GSH, sino también para la inhibicion de la reduccion espontanea de GSH en los ovocitos. Quizas los ovocitos
madurados en presencia de cisteamina en nuestro estudio podrian haber acumulado dicho compuesto en el
citoplasma, por lo que serian capaces de mantener un mayor contenido de GSH intracelular, mediante
reduccién del glutation oxidado, en fases posteriores a la fecundacién, lo cual mejoraria el desarrollo
embrionario.

La cisteamina es un precursor de la hipotaurina, ya que in vitro se convierte a hipotaurina mediante oxidacion
(Huxtable, 1992). Se ha descrito el efecto positivo de la hipotaurina y la taurina (una hipotaurina oxidada) sobre
el desarrollo embrionario (Reed et al., 1992; Dumoulin et al., 1992). Estos datos hicieron postular a Takahashi
et al. (1993) que podria haber alguna contribucién de la cisteamina con relacién al efecto de la hipotaurina
sobre el desarrollo de los embriones en sus experimentos. Quizas parte de la cisteamina que no contribuye a
la sintesis de GSH durante la MIV se acumule en los ovocitos y se oxide a hipotaurina, provocando una mejora
en el desarrollo posterior. Guyader et al. (1998) no mejoraron las tasas de division y desarrollo embrionario in
vitro con la adicion de 50, 100 0 250 i M de cisteamina en el medio de MIV de ovocitos bovinos,pero la adicion
de 0.5-1 mM de hipotaurina al medio de cultivo embrionario mejor6 la produccién y la calidad de los
blastocistos. Ademas, la cisteina, aunque es esencial para la sintesis de GSH, también se requiere para el
propio desarrollo del embrion preimplantacional (McNutt-Scott y Harris, 1998). Se ha observado que la cisteina
es beneficiosa para el desarrollo del embridn preimplantacional en algunas especies. En el conejo, la cisteina
es uno de los aminoacidos requeridos para la division al segundo estadio (Thibault, 1972). Sin embargo, se ha
demostrado en hamster que 0.5 mM de cisteina son inhibitorios para el desarrollo embrionario de una célula
hasta el estadio de blastocisto, y una concentracion menor, 0.05 mM, mantiene el desarrollo normal (Bavistery



CompuesTos TioL <1180

McKiernan, 1993). Quizas, la cisteina captada gracias a la cisteamina, y que no se emplea en la sintesis de
GSH, sea utilizada posteriormente por el embrién en nuestro experimento.

Pese al aumento de la sintesis de GSH intracelular y la mejora en las tasas de formacién del prontcleo
masculino y de desarrollo embrionario con la inclusion de cisteamina en el medio, los porcentajes de
blastocistos logrados son reducidos. Esto podria deberse a que el GSH sintetizado durante la MIV sea
insuficiente para estimular el posterior desarrollo 0 a que las vias metabélicas de biosintesis del GSH tienen
una actividad disminuida en ovocitos de cabras prepuberes. No obstante, existe la posibilidad de que no todo
el GSH sintetizado sea detectado mediante el analisis espectofotométrico. EI GSH puede conjugarse con
compuestos electrofilicos mediante el enzima glutation-S-transferasa (revisado por Den Boer et al., 1989;
Gaubin et al.,. 2000) y puede usarse como fuente intracelular de cisteina para la incorporacion dentro de las
proteinas (Meister y Anderson, 1983). Otro proceso puede implicar la salida de las células de compuestos
relacionados con el GSH, incluyendo el glutatiéon oxidado (GSSG), disulfidos mixtos de GSH y conjugados de
GSH (Meister y Anderson, 1983). En espermatides y espermatocitos aislados de hamster, se observa una
disminucion gradual en el contenido de GSH durante una incubacién prolongada, pero sin ser concomitante
con una pérdida de viabilidad celular, ya que el contenido de ATP celular se mantiene (Den Boer et al., 1989).
Las células del epitelio oviductal también pueden regular las reservas de GSH, que se puede perder mediante
turnover, detoxificacion y reacciones oxidativas (revisado por McNutt-Scott y Harris, 1998). Por tanto, quizas la
sintesis de GSH sea correcta en los ovocitos de cabras prepuberes y el GSH sintetizado se desvie hacia otras
rutas metabdlicas. En tal caso, el reducido porcentaje de blastocistos obtenidos en este tipo de ovocitos no
estaria relacionado con la sintesis de GSH intracelular. De hecho, Boquest et al. (1998) opinan que la mayor
produccion de blastocistos producida con la adicion de GSH al medio en su estudio no parece ser resultado de
un aumento de GSH intracelular dentro del ovocito.

Cisteina y cistina

Maduracién nuclear

En el presente estudio, la adicién de cisteina y cistina no mejor6 la maduracion nuclear hasta M, resultado
que coincide con otro trabajo realizado en cabras prepuberes por Mayor et al. (2001) en nuestro laboratorio, en
el cual tampoco se hallé ningln beneficio sobre la adquisicién de la competencia meiética al madurar con
diferentes concentraciones de cisteina. Sin embargo, la adicién de L-cisteina mejoro significativamente las
tasas de maduracion en la MIV de ovocitos de gato doméstico (Luvoni et al., 1995), el Gnico documento
bibliografico en que hemos observado un efecto positivo sobre la maduracion nuclear.

Fecundacion y desarrollo embrionario in vitro

La cisteina y la cistina, como suplementos del medio de maduracién, tampoco aportaron ningun efecto positivo
ala fecundacién y el desarrollo embrionario in vitro, al contrario de lo observado en ovocitos de otras especies.
Asi, la adicion de cisteina promovié la formacion del pronucleo masculino en ovocitos de hamster (Kito y
Bavister, 1997) y cerdo (Yoshida et al., 1993; Sawai et al., 1997), y la presencia de cisteina (De Matos y
Furnus, 2000) y cistina (De Matos et al., 1996,1997; De Matos y Furnus, 2000) mejord el posterior desarrollo
embrionario en bovino. La cisteina no solamente participa en la sintesis de GSH, sino que también tiene otras
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funciones. En el metabolismo in vivo de la cisteina se forman taurina, sulfatos y GSH (Weinstein et al., 1988;
Coloso y Stipanuk, 1989; Stipanuk et al., 1990; Coloso et al., 1990; Malmeza et al., 1998). En el presente
estudio, quizas parte de la cisteina que penetra en el ovocito se desvie a otras vias metabdlicas que no
intervienen en la formacion del prontcleo masculino, lo que explicaria la falta de accion sobre la sincronia de
los prondcleos a pesar de mostrar niveles similares de GSH intracelular que los exhibidos tras madurar en
presencia de cisteamina y b-mercaptoetanol. Por ejemplo, en el reticulo endoplasmaético, el plegamiento de las
proteinas a menudo implica la formacién de uniones disulfido, y las condiciones oxidantes requeridas en este
organulo son mantenidas mediante pequefios tioles, principalmente cisteina y GSH (Carelli et al., 1997).

Sin duda, los tioles evaluados en el presente estudio (cisteamina, b-mercaptoetanol, cisteina, cistina) han
actuado sobre la sintesis de GSH, por la cual cosa podemos manifestar que se produjo la entrada de dichos
compuestos al interior del ovocito. El TCM199 contiene una cantidad muy pequefia de GSH (0.05 mg/l) y de su
precursor, la cisteina (0.11 mg/ml), por lo que Luvoni et al. (1996) sugieren que la presencia de GSH, incluso
en el grupo control, podria ser suficiente para proteger a los ovocitos del estrés oxidativo, y que la cisteina
podria aportar un buen nivel de sintesis de GSH durante la MIV. Sin embargo, en nuestro caso hemos
comprobado que la maduracién en dicho medio, sin suplementos tidlicos, es insuficiente para promover la
sintesis de GSH, la formacion de los pronucleos y el desarrollo embrionario. De hecho, previos hallazgos
describen que la cisteina se metaboliza rapidamente (Meister, 1983) y que concentraciones tan bajas de
cisteina no estimulan la sintesis de GSH (Yoshida et al., 1993) ni la formacion del prontcleo masculino
(Yoshida et al., 1992). Estos hallazgos hacen ignorar el contenido original de cisteina al discutir los resultados
a Sawai et al. (1997).

Como hemos comentado anteriormente, la sintesis de GSH depende de la disponibilidad de cisteina en el
medio. La concentracién de cisteina en el medio TCM199 utilizado en el presente estudio es muy baja (0.11
mg/ml) comparada con la de cistina (26 mg/ml). Fuera de la célula, en condiciones acuosas, la cisteina es
inestable y, por tanto, no hay cisteina libre en el medio de maduracién TCM199 debido a la autooxidacion a
cistina (Sagara et al., 1993; Bannai, 1984). Asi, en condiciones fisiologicas, solamente un 10-20% de la
cisteina libre total esta presente en forma reducida (Bannai, 1984; Meier y lIssels, 1995). En estudios
realizados en linfocitos, se ha demostrado que la cisteina presente en el medio se oxida facilmente, bajo
condiciones normales de cultivo, para formar rapidamente cistina (Toohey,1975; Mohindru et al., 1985) y se
inhibe altamente la sintesis de GSH intracelular porque los linfocitos no pueden utilizar cistina para la sintesis
de glutation (Ishii et al., 1991). Tras la entrada a la célula, se supone una rapida reduccion de la cistina a
cisteina. En ovocitos, se ha postulado que la cistina se convierte a cisteina mediante las células del cumulus y
entonces se incorpora a la sintesis de GSH durante la MIV (Yoshida, 1993; Takahashi et al., 1995; De Matos
etal., 1996).

La incapacidad de los ovocitos porcinos para sintetizar suficiente GSH durante la MIV reduce su capacidad
para formar el pronicleo masculino tras la fecundacion, por lo que la adicion de cisteina al medio de
maduracion esta asociado con un incremento en la sintesis de GSH, resultando en niveles de GSH
comparables a los hallados en los ovocitos madurados in vivo (Yoshida et al., 1993). Ademas, el hallazgo de
que las concentraciones de GSH se reducen cuando la cisteina no esta presente en el medio de cultivo,
sugiere que la cisteina es un sutrato externo que se requiere para la sintesis de GSH en los ovocitos de cerdo
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que estan madurando (Yoshida et al., 1993). También De Matos et al. (1996) observaron que la adicion de
cisteina al medio de maduracién de ovocitos bovinos estimulaba la sintesis de GSH y argumentaron esta
sintesis fue estimulada por la cantidad de cisteina libre presente en el medio de maduracién en su estudio (0.6
mM), superior a la cisteina presente en el TCM-199 (0.6 niM).

La biosintesis de GSH se limita a la disponibilidad de cisteina, y bajo condiciones en las que el suministro de
cisteina celular es insuficiente, como en el caso de la maduracién en medio TCM199, se supone que la
promocién de la captacion de cisteina por otros compuestos incrementaria los niveles de GSH. Para la
promoci6n de la captacion de cisteina, los sistemas de transporte celular son de importancia critica. La cistina
y la cisteina se captan por diferentes sistemas de transporte, sin que se hayan demostrado interacciones entre
los sistemas. En general, los sistemas de transporte varian de forma considerable entre tejidos. La cisteina se
transporta al interior de las células por el sistema de transporte ASC (alanina, serina, cisteina), que transporta
aminoacidos neutros, es Na+-dependiente y se distribuye de manera ubicuitaria entre los tipos celulares
(Christensen, 1990). También la glutamina comparte este sistema de transporte (Bannai e Ishii, 1982). La
accion estimulante de la cisteina sobre el incremento en el nivel de GSH intracelular en los ovocitos
denudados sugirio a De Matos et al. (1997) que dicho sistema de transporte debe estar presente y activo en
los ovocitos bovinos, aunque este efecto de la cisteina mejoraba cuando los ovocitos estaban rodeados por
células del cumulus. Posteriormente, Furnus et al. (1998) sugirieron que el sistema de transporte ASC para
cisteina también debia estar presente en las células del cumulus, ya que observaron un bajo nivel de GSH
tanto en los ovocitos como en las células del cumulus al afiadir al medio glutamina a elevadas
concentraciones. En porcino, Funahashi y Day (1995) observaron que el contenido en GSH no se vio afectado
por la presencia de cisteina, pero que era inferior en los ovocitos denudados respecto a los COCs, por lo que
indicaron que para aumentar el contenido de GSH de los ovocitos era necesaria la presencia de células del
cumulus, ya que durante la maduracion, dichas células transportan a los ovocitos GSH o la capacidad para
sintetizarlo. La captacién de cistina estd mediada por el sistema de transporte Xc- en intercambio con el
glutamato y es Na+-independiente (Makowske y Christensen, 1982). Algunas células expresan una alta
actividad para este transporte de intercambio anidnico (ej.: los fibroblastos), en otras células es fuertemente
inducible (ej.: macréfagos), mientras que otros tipos celulares, como los linfocitos, carecen de este transporte
(Watanabe y Bannai, 1987; Ishii et al., 1992). La utilizacion de cistina marcada radioactivamente del medio
para la biosintesis de GSH demuestra que mas del 90% de la radioactividad de la 35S en la fraccion soluble
de las células lisadas podrian recogerse en el pico de GSH, demostrandose que el GSH sintetizado de nuevo
deriva del pool extracelular de cistina (Issels et al., 1988). En nuestro estudio, la presencia de cisteina y cistina
durante la MIV proporcion6 un incremento del contenido de GSH, lo que significa que, probablemente, uno de
los sistemas de transporte ASC y Xc-, 0 bien ambos, estan presentes y activos en los ovocitos de cabras
prepuberes.

La adicion de cisteamina y b-mercaptoetanol probablemente ayude a captar la cisteina y/o cistina presentes
en el medio que no entran en la célula por si solas, lo que explicaria en parte los beneficios aportados con su
presencia en el medio. Las células de ovario de hamster chino (células CHO) se han utilizado como sistema
modelo para el estudio de la promocién de cistina/cisteina in vitro en las células de mamifero, y tienen una
capacidad limitada para utilizar la cistina extracelular (Issels et al., 1988). Se ha demostrado que la adicién de
tioles extracelulares al medio influencian los niveles de GSH intracelular de las células CHO (lssels et al.,
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1988). En concreto, la cisteamina incrementa el GSH intracelular en las células de linfoma de raton (Ishii et al.,
1981; Zmuda y Friedenson, 1983) y en las células CHO (Issels et al., 1988). La adicion de cisteamina al medio
de cultivo provoca un incremento pronunciado de consumo de [35S]cistina en las células CHO (lIssels et al.,
1988; Meier y Issels, 1995) y en las células LAK comparado con las células control no tratadas. Los
compuestos tiol de bajo peso molecular como b-mercaptoetanol y cisteamina reducen cistina a cisteina y
promueven la captaciéon de cisteina que aumenta la sintesis de GSH, por lo que la adicién de estos
compuestos podria prevenir la completa oxidacion de cisteina a cistina (Ishii et al., 1981; Bannai, 1984; Issels
etal., 1988; Ishii et al., 1981). La captacién promovida por cisteamina ocurre en mayor parte probablemente en
forma de cisteina, que se transporta principalmente mediante el sistema ASC en la mayoria de tipos celulares.
La cisteina extracelular también puede reaccionar espontaneamente con otros compuestos tiol para formar
disulfidos mixtos bajo ciertas condiciones, y aparte del sistema ASC, también es probable la captacién de
disulfidos mixtos cisteina-cisteamina mediante el sistema L, que es Na+-independiente (Christensen, 1990;
Meier y Issels, 1995). Ishii et al. (1981) describieron que el tratamiento de las células L-1210 de raton con
linfoma aumentaba el movimiento del sulfuro a través de la membrana plasmatica, y ocurria en forma de
disulfido mixto hidroxi-terminal mediante el sistema L. Estos compuestos transportan cisteina mediante la
formacién de conjugados, ya que reaccionarian con la cisteina y posiblemente reaccionarian con la cistina por
intercambio sulfhidril-disulfido para formar disulfidos mixtos cisteina-cisteamina y cisteina-b-mercaptoetanol,
por lo que el aumento de transporte de membrana ocurriria por un sistema diferente del empleado
normalmente por la cistina (Ishii et al., 1981). También se ha mostrado que las células de mamifero captan
disulfidos mixtos similares mediante un transportador de leucinas y se separan dentro de la célula para
disponer de una fuente de cisteina (Ishii et al., 1981). En conclusién, la promocion de la captacion de cisteina
inducida por tioles extracelulares en las células CHO necesita 2 pasos diferentes: primero, la formacién de
cisteina y disulfidos de cisteina mixtos por reaccion de los tioles afiadidos con la cistina extracelular v,
segundo, la captacion de cisteina y/o los disulfidos mixtos mediante los sistemas de transporte celulares. Por
tanto, en el presente estudio, hipotetizamos que los compuestos de bajo peso molecular (cisteamina y b-
mercaptoetanol) podrian haber facilitado la captacion de la cisteina de 2 formas: reduciendo la cistina a
cisteina y facilitando la captacién de ésta via sistema ASC, o formando conjugados mixtos, y entrando via
sistema L. De este modo, se produciria una mayor eficiencia en la entrada de cisteina en el ovocito respecto a
la adicion de cisteina o cistina solo. Una vez disgregados los conjugados dentro del ovocito, los compuestos
resultantes podrian participar en las diferentes funciones celulares promotoras de la formacion del pronucleo
masculino y el desarrollo embrionario.

Los resultados de este estudio, evaluados conjuntamente, reflejan que el nivel de GSH intracelular en los
ovocitos de cabras prepuberes no es un marcador Util para predecir |a eficacia de los compuestos afiadidos al
medio de MIV para estimular la maduracion citoplasmatica. Basamos esta deduccion en el hecho de que la
inclusion de cisteamina o b-mercaptoetanol en el medio de MIV, a pesar de mejorar el desarrollo tras la FIV,
no proporciono niveles superiores de GSH intracelular que el resto de tratamientos. Por tanto, el contenido de
GSH intracelular no estaria correlacionado con la competencia de los ovocitos de cabras prepuberes para
soportar el desarrollo embrionario in vitro. Este dato contrasta con los estudios realizados en porcino, ya que
se ha sugerido que la concentracién de GSH intracelular puede ser un marcador valioso para valorar la
competencia de desarrollo de los ovocitos tras la FIV (Abeydeera et al., 1998). Anteriormente, Funahashi y
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Day (1994) habian sugerido que el contenido de GSH intracelular de los ovocitos porcinos al final de la MIV
pareceria reflejar el grado de maduracion citoplasmatica.

En conclusion, la presencia de cisteamina en el medio de maduracion in vitro estimula la maduracién
citoplasmatica de los ovocitos de cabras prepuberes, ya que promueve la formacion del pronucleo masculino y
el desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto.
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