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Hl presente estudio ha sido reali-
zado para caracterizar la morfologia
celular y meidtica de oocitos
foliculares de coneja,asi como su ca-
pacidad de madurar y fecundarse in
vitro de acuerdo al método de ob-
tencion de los mismos. Lo 0ocitos se
recogieron de ovarios de conejas me-
diante (i) aspiracion del contenido
de los foliculos o (ii) seccién y rup-
tura de los mismos. Los oocitos asi
obtenidos se clasificaron en cinco
Zrupos:

(A), rodeados de células del
cumulo;

(B) desnudos, pero con cito-
plasma intacto;

(C) con degeneracion en las
células del camulo;

(D) con degeneracion en el
citoplasma y

(E) con degeneracion en cu-
mulo y citoplasma. En el experi-
mento 1, los oocitos se clasifica-
ron en estos cinco grupos y fue-
ron fijados y tenidos para mostrar
su estado nuclear.

En el experimento 2, los
oocitos, clasificados de igual ma-
nera, se cultivaron in vivo duran-
te 16 h en medio de cultivo de
Brackett. En el experimento 3,los

oocitos madurados in vitro se fe-
cundaron tambien in vitro. Al fi-
nal de los experimentos 2 y 3, los
oocitos también se fijaron y
tineron. Mediante la aspiracion
del contenido folicular, se reco-
gieron un menor namero de
oocitos que mediante la seccion
de los foliculos, aunque las pro-
porciones de los oocitos recogi-
dos fueron similares.

Solamente los oocitos sin al-
teraciones morfologicas (tipos A
y B) mostraron una configuracion
nuclear normal de vesicula
germinal y maduraron correcta-
mente en un alto porcentaje. La
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seccion folicular provee de mas
00citos, pero la aspiracion se rea-
liza mas rapidamente. Los 00citos
sin degeneracion aparente madu-
ran y se fecundan en un mayor
porcentaje que los que si la pre-
sentan.

Las caracteristicas del citoplas-
ma y del camulo que rodea los
oocitos parecen ser los Gnicos
indicadores de la capacidad po-
tencial de maduracion in vitro de
los oocitos de coneja.

Palabras clave: Oocito. Madu-
racion in vitro. Fecundacion. As-
piracion. Seccion folicular.

INTRODUCCION

Los oocitos y embriones de la
coneja han sido muy utilizados
para estos fines por ofrecer una
serie de ventajas, como la de ser
un animal cuya ovulacién puede
ser inducida, conocerse muchos
de sus parametros reproductivos
y, ademas, ser un animal de facil
manejo (Fisher y MeuserOden-
kirchen, 1988). En condiciones fi-
siolégicas, los oocitos de esta
hembra doméstica se encuentran
en el foliculo ovirico en un esta-
do completamente inmaduro, el
de dictiato o vesicula germinal,en
la profase de la primera divisién
mejotica (Wassarman, 1988). Es-
tos oocitos s6lo iniciaran la ma-
duracioén al producirse el pico de
las gonadotropinas, pocas horas
antes de la ovulacion. Para imitar
este proceso producido en con-
diciones in vivo, los 0ocitos ca-
paces de madurar y ser fecunda-
dos in vitro deben cumplir cier-
tos criterios de uniformidad y ho-
mogeneidad, tanto en el citoplas-

ma como en el cumulo celular
que les rodea. Aunque la morfo-
logia y la caracterizacién de
oocitos inmaduros obtenidos de
grandes animales ha sido descri-
ta en varios articulos hace ya tiem-
po (Hunter et al., 1976;Arlotto et
al., 1990), hasta el momento los
oocitos obtenidos de ovarios de
coneja no han sido descritos su-
ficientemente. Mediante el méto-
do de puncién y aspiracion del
contenido folicular se recogen al-
rededor de un 60-70% de los
oocitos foliculares, en su mayoria
evaluados como morfologica-
mente normales (Leibfried y First,
1979; Katska et al., 1984). Sin em-
bargo, con este procedimiento
puede que un cierto numero de
oocitos queden en los foliculos
sin ser aspirados.

Mediante el presente estudio
se trata de caracterizar qué tipos
de oocitos se recogen del ovario
de la coneja y en qué proporcio-
nes,ya que, el incremento del nu-
mero y la calidad de los oocitos
madurados in vitro puede aumen-
tar aquellos oocitos disponibles
para fecundacion. Ademas, las al-
teraciones surgidas durante la ma-
duracién de los oocitos represen-
tan una seria pérdida de eficien-
cia del ciclo IVM-IVE con malos
porcentajes de fecundacion
(Marrs et al., 1984; Zenzes et al.,
1990), aita poliespermia (Hunter
et al., 1976), pobre calidad
embrionaria (Haines and Emes,
1991) y una baja tasa de nacimien-
tos (Veeck, 1985).

El presente trabajo compara
los dos métodos mis utilizados
para la obtencion de gametos fe-
meninos del ovario: la aspiracion
del contenido folicular por un

lado, y la seccion y posterior rup-

tura de los foliculos por otro. La Figura 1.- Fotografias

de diferentes tipos de
oocitos de coneja en
el momento de su
obtencion: (A), de tipo
A. Muestra un camulo
celular compacto sin
degeneracioén en el
camulo ni en el
citoplasma del
oocito.(B), de tipo B.
Oocito denudado sin
degeneracion
citoplasmica.(C), de
tipo C. Se observa
degeneracion en el
camulo celular.(D), de
tipo D con degenera-
cién en el citoplasma.
(E), de tipo E con
degeneracion en

comparacion se realizo en base a
los datos de recogida de oocitos,
su morfologia nuclear y celular, y
su capacidad para ser madurados
y fecundados in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Para este estudio
se utilizaron conejas Blancas de
Nueva Zelanda x California
sexualmente maduras (3.5-4.5
kg).Todos los procedimientos rea-
lizados con los animales se hicie-
ron de acuerdo a la directiva de
la CE (Council Directive 86/609,
1986). Los animales se alojaron
individualmente en jaulas de me-

tal de dimensiones 32 cm x 52  citoplasma y cimulo.
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Oocitos de

einerias, a la
izquierda
esporulados.

cm, en habitaciones de ambiente
controlado (25_ C,45% humedad
relativa) y un fotoperiodo de 16
h luz-8 h oscuridad. La comida
se administré en forma de pellets
(Lab Rabbit Chow, Purina Mills
Inc: 16.2% proteina, 2.5% grasa y
13.5% fibra cruda) y fue restrin-
gida a 125 g/dia. El agua fue ad-
ministrada ad libitum. Los anima-
les se mantuvieron en estas con-
diciones al menos durante 16 dias
antes de su utilizaciéon. Pasado
este tiempo se sacrificaron me-
diante inyeccion endovenosa de
pentobarbital sédico (30 mg/k) y
sus ovarios fueron recogidos in-
mediatamente.

Obtencion, clasificaciéon y
maduracion in vitro de los
oocitos. Los ovarios obtenidos
fueron depositados en placas
Petri de 60 mm de diametro con
PB.S.37 °Ca pH 7,4 y se coloca-
ron bajo una lupa estereoscopica
determinandose el namero de

foliculos ovaricos en cada caso,
teniendo sélo en cuenta aquellos
mayores de 1 mm de diametro
(Jelinkova et al., 1994). En uno de
los dos ovarios obtenidos de cada
coneja, se aspiré el contenido de
los foliculos seleccionados, utili-
zando una jeringa estéril conec-
tada a una aguja de 26 G de dia-
metro (18).

En el otro ovario, los foliculos
fueron seccionados utilizando un
microbisturi ocular. Los gametos
femeninos se recogieron separa-
damente en placas Petri,y fueron
examinados morfolégicamente
bajo un esteromicroscopio a 16x-
25x, clasificandose en cinco tipos,
de acuerdo al siguiente criterio:
00citos de tipo A (rodeados de un
cumulo celular compacto sin sig-
nos de degeneracion); oocitos de
tipo B (denudados de cumulo
celular pero sin signos degenera-
tivos en el citoplasma); oocitos de
tipo C (rodeados de cimulo ce-

lular pero con degeneracion en el
mismo); 00citos tipo D (que pre-
sentan degeneracion en el citoplas-
ma) y oocitos de tipo E (con dege-
neracion en cumulo y citoplasma).

La degeneracion se interpreto
como tal cuando se observé
vacuolizacion, citolisis, necrosis o
pérdidas de la conformacion esfé-
rica de] oocito. Los oocitos obteni-
dos se cultivaron para su madura-
cién en medio TCM 199 durante
16 horas, de acuerdo a procedi-
mientos descritos anteriormente
(Lorenzo et al., 1996).

Fecundacion in vitro. Tras el
periodo de maduracion,los oocitos
se fecundaron utilizando semen
del mismo conejo, obtenido me-
diante vagina artificial. La prepara-
cién de espermatozoides para la
fecundacion consistié en un lava-
do de los espermatozoides obte-
nidos mediante su suspension en
3 ml de medio de Brackett
(Brackett y Oliphant, 1975) y dos
centrifugaciones a 759g durante 5
minutos. En ambos casos se des-
carté el sobrenadante y los esper-
matozoides se resuspendieron otra
vez en 3 ml de medio de Brackett.
El sedimento final se resuspendié
hasta una concentracion de 50 x
10° espermatozoides/ml y se incu-
b6 durante 15 minutos 37°C, 5%
CO, y 100% de humedad relativa.
Los oocitos se lavaron tras el tiem-
po de maduracion in vitro, se in-
trodujeron en el medio de fecun-
dacion (1 ml de medio de
Brackett/5 oocitos) y se anadie-
ron los espermatozoides (1 x 10¢
/ml). Después de 16 horas de la
inseminacion, los oocitos se co-
locaron en medio TCM199 y se
examinaron a las 24 h para valo-
rar su desarrollo.
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Figura 2.-
Porcentajes de
los oocitos que
presentan
maduracion
nuclear (estadio
de metafase ll) y
de degenera-
cion, en los
distintos tipos
morfolégicos de
oocitos obteni-
dos mediante
aspiracion
folicular (a) o
seccion y ruptura
folicular (b).
Distintas letras
en barras
pertenecientes
al mismo
parametro
representan
diferencias
estadisticamen-
te significativas
(avs b, P<.01).

Tincion y criterios de ma-
duracion y fecundacion. Al tér-
mino de los periodos de cultivo,
los oocitos se fijaron y tifieron
para comprobar los estadios de
maduracioén nuclear alcanzados,
de acuerdo a lo descrito previa-
mente por Lorenzo et al. (1996).
Brevemente, los 00citos se situa-
ron en la superficie de un
portaobjetos con cuatro gotas de
silicona liquida en cada esquina,

cubreobjetos que se presiond
hasta que los 00citos contactaron
con él.A continuacién las prepa-
raciones se sumergieron en 4ci-
(1:3) y se
tifieron con orceina acética. Me-

do acético-etanol

diante este procedimiento las
configuraciones nucleares obser-
vadas en los oocitos fueron: vesi-
cula germinal (GV, caracterizada
por la presencia de un nucleo
rodeado de membrana nuclear),

situando sobre ellas un metafase I (M I, en la que los
% Aspiracion folicular
100

Degeneracion

B Maduracion (M 11) |

80
60
40 4
20
O 4
C
Tipo morfolégico de oocitos
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80 — 3 | Degeneracion
80 - _ 1
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20

C D
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Cromosomas se encuentran sepa-
rados y condensados al maximo)
y metafase Il o estadio de madu-
racion nuclear (M I, en la que los
Cromosomas se encuentran con-
densados en estadio de metafase
y se observa el primer corpuscu-
lo polar). La figura 1 muestra
ejemplos fotograficos de los
oocitos utilizados y de algunos de
los estadios meidticos analizados
en este estudio. De la misma ma-
nera se procesaron los resultados
de fecundacion in vitro,aprecian-
do el nimero de embriones que
se habian desarrollado hasta el
estadio de 2 células. Ademas, se
valoraron aquellos que fueron
polispérmicos, que habian forma-
do prontcleos o que no fueron
fecundados.

Diseno experimental

Experimento 1. El experimen-
to inicial se design6 para deter-
minar las diferencias existentes
entre los dos métodos de recogi-
da de oocitos. La comparacién
entre ambos se realiz6 analizan-
do el nimero de oocitos recogi-
dos, su morfologia celular y su
estadio nuclear. Estos oocitos se
caracterizaron morfoldégicamente
y se fijaron y tineron para mos-
trar su estadio meiético como ha
quedado expuesto anteriormen-
te.

Experimento 2. Este experi-
mento estudi6 la capacidad de los
cinco grupos de oocjtos
morfologicamente distintos, obte-
nidos por aspiracion o diseccién
folicular, para madurar én vitro.
Como ya se ha descrito, al final
del periodo de maduracion, los
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oocitos se fijaron y tineron para
valorar su estadio nuclear de ma-
duracién.

Experimento 3. El ultimo ex-
perimento se realizo para averi-
guar la calidad de maduracion de
los distintos tipos de 0ocitos ob-
tenidos en base a su capacidad de
ser fecundados in vitro.Para ello,
los oocitos se fijaron y tifieron al
final de este periodo. Aquellos
que presentaron dos corpusculos
polares, prontcleos masculino y
femenino o llegaron al estadio de
dos células, se consideraron fe-
cundados correctamente.

Analisis estadistico. El expe-
rimento 1 se repitié 8 veces con
diferentes grupos de ovarios,
mientras que los experimentos 2
y 3 lo fueron 5 veces. En el pri-
mero de los experimentos, dos
conejas actuaron como donantes
de ovarios el mismo dia, mientras
que los oocitos de tres conejas se
utilizaron el mismo dia para los
experimentos 2 y 3. Como el ni-
mero de los oocitos cultivados en
cada replicado fue pequeno y la
frecuencia de los oocitos en cada
catagoria morfologica en que se
dividieron también era pequeno,
el test de Chi-cuadrado no pue-
do realizarse en el experimento
1. Sin embargo, los resultados al
ser homogéneos se agruparon y
la diferencia estadistica entre
ellos se determiné mediante el
procedimiento Catmod del SAS
(SAS/STAT, 1987). En los experi-
mentos 2 y 3, los porcentajes ob-
tenidos se compararon mediante
el test de Chi-cuadrado (Yates,
1949). Sélamente los valores de
P menores que 0.05 fueron con-
siderados estadisticamente signi-
ficativos.

RESULTADOS

Experimento 1.- Se obtuvie-
ron un total de 242 oocitos de
288 foliculos, procedentes de 33
ovarios. Mediante aspiracion, se
obtuvo una media de 9,3 _ 0,5
foliculos y 6,9 _ 0,6 oocitos obte-
nidos por ovario. En el caso de la
ruptura folicular, los valores me-
dios obtenidos fueron de 8,0 _ 0,6
foliculosy 7.7 _ 0,8 oocitos por
ovario. En laTabla 1 se muestran
el namero y porcentaje de
oocitos recogidos, de acuerdo a
la clasificacion morfologica defi-
nida en el capitulo de material y
métodos. La comparacion entre
los valores obtenidos para cada
tipo de oocito, por aspiracion o
ruptura folicular, no presentaron
diferencias significativas. Como
ejemplo, mediante el método de
aspiracion folicular, se observé
que sélamente los 00citos sin
degeneracion (tipos A y B) pre-
sentaron configuraciones nuclea-
res normales (de vesicula
germinal) y bajas tasas de dege-
neracion nuclear en el momento
de su obtencion de los foliculos
ovaricos. Sin embargo, en los
oocitos obtenidos con algun tipo
de degeneracion morfolégica (ti-
pos C, D y E) los porcentajes de
degeneracién nuclear fueron muy
altos desde el mismo momento
de su obtencion del foliculo (42%,
60% y 100%, respectivamente).

Experimento 2.- Para este
experimento se maduraron in vi-
tro, fijaron y tineron un total de
242 oocitos. En la figura 2 se
muestra la distribucién meiotica
de los oocitos al final de su perio-
do de maduracion in vitro, para
cada método de recogida (figs. 2a

y 2b). Los oocitos con camulo
celular y degeneracion (A) alcan-
zaron siempre porcentajes de ma-
duracion mas elevados (P<0.05)
que los oocitos denudados
(87,7% y 48,3%, respectivamente
con el método de seccién
folicular) y sobre todo que en el
caso de oocitos con degeneracion
morfolégica (15,7%,0% y 0%, res-
pectivamente para los tipos C,D
y E). En ninguno de estos para-
metros estudiados se observaron
diferencias significativas respec-
to del método de obtencion de
los oocitos.

Experimento 3.- En este es-
tudio se maduraron y fecundaron
in vitro 253 oocitos. De acuerdo
con los datos expuestos en la Ta-
bla 2, no existieron diferencias
significativas en los parimetros
de fecundaciéon de acuerdo al
método de obtencién de los
oocitos. Por otro lado, ninguno de
los oocitos con signo de degene-
racion (tipos C, D y E) se fecun-
daron, mientras que los oocitos
rodeados del cumulo celular
(tipo A) presentaron tasas de fe-
cundacion mas elevadas que en
los oocitos denudados (P<0.05)
en ambos métodos de recogida.

DISCUSION

Las caracteristicas de los
oocitos procedentes de foliculos
antrales han sido descritas en las
hembras de distintas especies,
como en la ratona (Erickson y
Sorensen, 1974) o en la vaca
(Leibfried y First, 1979). Sin em-
bargo, aunque se han publicado
estudios acerca de los oocitos de
coneja y su capacidad para ma-

@
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durar in vitro (Chang et al., 1955,
Kauffmann et al., 1990; Jelinkova
etal., 1994), en ellos no se han ca-
racterizado, hasta el momento, ni
el tipo de oocitos presentes en los

foliculos antrales ovaricos, ni las
peculiaridades de los dos métodos
mas comunmente utilizados para
la obtencion de los mismos. Sobre
el nimero de foliculos de coneja
registrados en este estudio, los da-
tos obtenidos estin de acuerdo
con lo descrito por Gosalvez
(1985), para foliculos con un dia-
metro superior a 0,90 mm. Se es-
cogi6 este tamano folicular debi-
do a que solo los oocitos proce-
dentes de foliculos antrales mayo-
res de estas dimensiones son com-
petentes o capaces de madurar
correctamente (Moore-Smith et al.,
1978).

En otras especies, los estudios
revisados senalan que mediante la
ruptura folicular se recogen un

Ooquiste

Esporulacion

MEDIO
EXTERIOR

mayor nimero de 00citos que con
la aspiracién folicular (Arlotto et
al.,1990;Lonergan et al.; 1990),co-
incidiendo con los resultados ob-
tenidos en el presente estudio para
la coneja. Una de las razones por
las que se recogen menos 0ocitos
mediante la aspiracion folicular es
la dificultad de separar las células
del cimulo celular,que rodean mas
intimamente al oocito, del cumu-
lo oophoros. Sin embargo, los re-
sultados obtenidos en cuanto a las
proporciones de los cuatro tipos
de oocitos, fueron similares tanto
en la aspiracién como en la ruptu-
ra folicular. Este hecho indica que
las células del camulo que rodean
al oocito no sufren pérdidas o ro-
turas durante la aspiracion. Esto es
debido, probablemente, a la utili-
zacion de un calibre de aguja sufi-
cientemente ancho como para no
daniar el cimulo celular al paso del
oocito. De esta manera, €s preciso

Trabajo Original

senalar que la aspiracion del con-
tenido folicular es el mas practico
de los dos métodos comparados
para obtener oocitos foliculares en
la coneja; por un lado permite con-
seguir una cantidad significativa de
oocitos de buena calidad (tipo A)
y por otro, se realiza en un perio-
do corto de tiempo, con lo que las
oscilaciones de pH y temperatura
o los peligros de contaminacion
del medio de cultivo, se reducen.
Frente a todo esto, la ruptura
folicular presenta la ventaja de
obtener porcentajes de recupera-
cién de oocitos en torno al 100%.
Por lo tanto, la conveniencia en
utilizar uno u otro método, sobre
todo teniendo en cuenta que la
calidad de los oocitos obtenidos es
totalmente pareja, se basara prefe-
rentemente en el numero de ova-
rios a procesar y en la experiencia
del equipo que lo realice.

Todos los autores consultados
afirman que hay una gran cantidad
de factores que influyen en los
porcentajes de maduracion y fe-
cundacion in vitro de los oocitos.
De hecho, el origen y la calidad de
€stos oocitos son el primer factor
que puede afectar positiva o nega-
tivamente en el éxito de estos pro-
cedimientos. En el presente estu-
dio, en el momento de la obten-
cion, los oocitos sin degeneracion
estaban rodeados o no de cimulo
celular.Sin embargo,los resultados
de maduracion y fecundacion en
NUESLros experimentos mostraron
que éstos fueron mejores en aque-
llos oocitos con cimulo celular
que en los que carecian del mis-
mo. Esta incapacidad para madu-
rary ser fecundados de los oocitos
denudados ha sido descrita previa-
mente para OOCitos porcinos y
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bovinos (Xu et al., 1986: Lorenzo
et al., 1994). Este dato demuestra
que la maduracién requiere célu-
las del camulo, por medio del cual
se transfiere un estimulo positi-
vo que induce la maduracion del
oocito y favorece su fecundacion
‘posterios. La dependencia exis-
tente entre Ja apariencia
morfologica del oocito y su
cromatina nuclear intacta ha sido
demostrada en el experimento 1,
ademas, la relacidén entre los
00citos que tienen o no un grado
de degeneracién también ha sido
observada en el experimento 2;
finalmente, también este dato ha
sido contrastado en el experimen-
to 3, en relacion a la exclusiva
capacidad de los oocitos sin de-
generacion de ser fecundados
con normalidad. Asi, se sugiere
que presencia de células del ci-
mulo, de un citoplasma vy
cromatina nuclear intictos y sin
signos de degeneracion pueden
ser los Unicos determinantes de
la capacidad de los oocitos de
coneja para madurar y ser fecun-
dados correctamente. Por lo tan-
to, de acuerdo a los datos aporta-
dos en este estudio, si la capaci-
dad de maduracion y fecundacion
de los oocitos depende de su gra-
do de degeneracidn, la seleccion
de los oocitos recogidos, basada
en su apariencia morfolégica, de-
beria realizarse siempre a priori
como una prueba de la capacidad
de desarrollo posterior in vitro.
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Tabla 1. Diferencias obtenidas segun los diferentes métodos para recoger oocitos foliculares en la coneja.

| n' n’ n" n’ n’ % de Porcentaje de oocitos en
| Método  ovarios foliculos oocitos foliculos/ oocitos/ recogida, las diferentes clases morfologicas*®
| selecc. obtenidos ovario*  ovario®  (rango) (observados/total) -
(rango) (rango) A B C D E
Aspiracion 17 159 118 940.5* 6.91£0.6' 75.6* 72.0t£4.6* 11.1£0.9* 7.6£1.0° 3.3+0.3* 5.9%0.3*
(6-13) (4-14)  (48.1-100) (85/118) (13/118) (9/118) (4/118) (7/118)
Seccion 16 129 124 8.0£0.6* 7.7£0.8* 96.1° 76.6£5.8°  7.240.8* 5.5+0.8* 6.4+0.7* 4.0+0.3"
(5-149)  (3-14) (68.3-100) (94/124)  (9/124) (7/124) (8/124) (5/1124)

* Valores en percentaje £ SEM

" Espresado comooocitos recogidos / foliculos selccionados x 100
“ No hubo diferencias estadisticas entre los dos métodos (p>0.05) Chi-cuadrado.

Tabla 2. Fecundacién in vitro de oocitos madurados in vitro después de su obtencion mediante aspiracion

o seccion folicular.

Aspiracion folicular®

Seccion folicular*

(observados/total) (observados/total)
Tipo de oocito Oocitos PN 2 células Tasa de Qocitos 2 células Tasa de
inseminados fecundacion inseminados fecundacion

A 64 46,84 26.5a 73.4a 51 49.0a 19.6a 68.6a
(30/64)  (17/64) (47/64) 25/51)  (10/51) (35/51)

B 19 15,7b 0.0b 15.7b 22 4.5b 4.5b 9.1c
(1/19) (0/19) (1/19) (1/22) (1/22) 2/22)

C 17 0.0c 0.0b 0.0c 19 0.0¢ 0.0b 0.0¢
©/17) (0/17) 0/17) (0/19) (0/19) 0/19)

D 15 0.0¢ 0.0b 0.0c 16 0.0¢ 0.0b 0.0¢c
(0/15) (0/15) (0/15) (0/16) (0/16) (0/16)

E 16 0.0c 0.0b 0.0c 14 0.0c 0.0b 0.0¢
(0/16) (0/16) (0/16) (0/14) (0/14) (0/14)

*Valores en porcentajes.

PN: pronucleos; diferentes letras entre los valores de la misma columna indican diferencias significativas: a vs b, P<0.05; b vs ¢, P<0.05;2 vs ¢, P<0.01
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