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RESUMEN

Se evalué el efecto de cuatro suplementos de macromoléculas sobre la tasa de
maduracion nuclear, division de ovocitos a las 48 horas y desarrollo embrionario a los
siete dias posfecundacion. Se colectaron ovarios de camal, se aspiraron los foliculos y
se seleccionaron los ovocitos con dos 0 méas capas de células para ser madurados en
medio TCM-99 enriquecido con macromoléculas: Polivinil pirrolidona (PVP), Polivinil
alcohol (PVA), Albimina sérica bovina (BSA), Suero fetal bovino (SFB). Los ovocitos se
cultivaron a 39 °C'y con 5% de CO,. Se evalué la maduracion nuclear a las 24 h, califican-
dolos como vesicula germinal, metafase I, anafase-telofase, metafase 11 y degenerados.
Para evaluar la division y desarrollo embrionario, otro grupo de ovocitos fueron madura-
dos bajo las mismas condiciones y fecundados por 18 h en medio de cultivo KSOM-AA,
y trasferidos al medio de cultivo SOF por 48 h. Solo hubo diferencias estadisticas en
maduracion nuclear (Metafase II) entre los grupos suplementados con PVAyY SFB (p<0.05).
Asimismo, no hubo diferencias entre tratamientos en la tasa de divisién y desarrollo
embrionario. Los resultados indican que los suplementos de macromoléculas proporcio-
nan condiciones y requerimientos similares para la progresion desde estadios de metafase
| a metafase II.
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ABSTRACT

The effect of four supplements with macromolecules on the rate of nuclear maturation,
oocyte division at 48 h and embryo development at 7 days post-fertilization was evaluated.
Ovaries were collected in the slaughterhouse; oocytes with two or more layers of cells
were selected and matured on TCM-99 enriched with macromolecule supplements:
Polyvinylpyrrolidone (PVP), polyvinylalcohol (PVVA), Bovine serum albumin (BSA), Foetal
bovine serum (SFB). Oocytes were cultivated at 39 °C with 5% of CO,. Nuclear maturation
was evaluated at 24 hours, classifying them as germinal vesicle, metaphase I, anaphase-
telophase, metaphase 11 and degenerated. For the evaluation of the oocyte division and
embryo development, oocytes were matured under the same conditions and fertilized
with spermatozoa during 18 hours in KSOM-AA culture media, and then transferred to
SOF culture media for 48 h. Significant differences on nuclear maturation (Metaphase I1)
were only observed between PVA and SFB (p<0.05). Furthermore, none significant
differences on rate of division and embryonic development between treatments were
observed. These results indicate that the macromolecule supplements provide similar
conditions and requirements for the progression from metaphase I to metaphase II.

Key words: in vitro maturation, bovine oocytes, in vitro fecundation

INTRODUCCION

Las estrategias para incrementar la efi-
ciencia de produccion in vitro de embriones
aun no estan debidamente desarrolladas. En-
tre los varios factores asociados, se encuen-
tran los medios de cultivo y las técnicas que
influyen en este procedimiento, destacando-
se la importancia del uso de suplementos de
macromoléculas y de las condiciones atmos-
féricas.

Los suplementos de macromoléculas
mas frecuentemente empleados en la produc-
cion de embriones in vitro incluyen la albu-
mina sérica bovina (BSA) vy el suero fetal
bovino (SFB). Estos suplementos son parti-
culas coloides que facilitan el transporte de
fluidos a través de la membrana celular
(Webster, 1982), mejorando la maduracion y
desarrollo embrionario (Carolanetal., 1995).
BSA y SFB actan como quelantes de iones
de metales pesados, en la barrera de pH como
surfactantes y reaccionan con especies oxi-
geno dependientes (Orsi y Leese, 2004; Stein,
2007). Estos elementos favorecen la expan-
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sion de las células del cumulus y la produc-
cion de factores que promueven el reinicio
de la meiosis (Eppig et al., 1983; Fukuiy Ono,
1989; Sanbuissho y Threlfall, 1989; Lee et
al., 1996). El BSA posee mas de 1000 com-
ponentes, incluyendo factores de crecimien-
to y hormonas (Stein, 2007), e incrementa
intracelularmente los aminoacidos libres lue-
go de la hidrdlisis (Orsi y Leese, 2004). De-
bido a esas caracteristicas, es dificil obtener
sustitutos para estos dos coloides en el culti-
vo de embriones.

BSA y SFB son productos de origen
animal, de alli que su composicién no es del
todo conocida, presentando una gran variabi-
lidad entre fabricantes y lotes (McKiernan y
Bavister, 1992), ademas de existir el riesgo
de transmision de enfermedades (Krisher et
al., 1999). Por estas razones, se puede decir
que el medio de cultivo suplementado con
BSA'y SFB es parcialmente definido o inde-
finido en composicion, siendo una fuente de
variacion en el sistema de cultivo y en los
resultados que se pueden obtener (Bavister,
1995; Krisher et al., 1999). Es asi que con el
fin de estandarizar los procedimientos de desa-
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rrollo embrionario in vitro y evitar la trans-
mision de patdgenos se vienen empleando
fuentes sintéticas y definidas de suplemen-
tos, entre ellos, el polivinil alcohol — PPVA
(Fukui et al., 2000) y polivinil pirrolidona —
PVP (Chung et al., 2007).

Los programas de maduracion in vitro
(MIV) y fertilizacion in vitro (FIV) buscan
la produccion de embriones de alta calidad,
es decir, que tengan la capacidad de produ-
cir una gestacion normal y de nacidos vivos
al realizarse la transferencia a las recepto-
ras. Para esto, un primer paso es la evalua-
cion de las variables y factores que puedan
contribuir al éxito de la técnica, como el uso
de suplementos de facil acceso y reducido
costo en el medio de maduracion, sin afectar
la eficiencia de los resultados.

Por tanto, el objetivo del presente estu-
dio fue estimar la eficiencia de dos medios
definidos como los dos suplementos de
macromoléculas (PVP y PVA), en compa-
racion con un medio semidefinido como el
BSA y a un medio indefinido como el SFB
en el medio de maduracion de ovocitos, asi
como determinar la tasa de division y desa-
rrollo embrionario de estos ovocitos.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Ovocitos

Se trabaj6 con vacas beneficiadas en el
Camal de Yerbateros, ubicado en el distrito
de Ate, provincia y departamento de Lima,
Per(. Se colectaron los ovarios inmediata-
mente después del sacrificio, se colocaron
en un termo conteniendo una solucion salina
0.9% con antibidticos y antimicoticos
(kanamicina, penicilina y gentamicina), a 37 °C
y se trasladaron al Laboratorio de Reproduc-
cion Animal de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria, Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, Lima.
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En el laboratorio se procedié a la aspi-
racion de foliculos que tenian entre 2 a 6 mm
de diametro, utilizando agujas 18G 1%2"y je-
ringas estériles de 10 ml. Los ovocitos se eva-
luaron en un estereomicroscopio Yy se clasifi-
caron segin Baez et al. (2008), donde Grado
1 son ovocitos con mas de 3 capas de células
de cumulus y citoplasma homogéneo, Grado
2 aquellos con 2 a 3 capas y citoplasma ho-
mogeéneo, Grado 3, aquellos con pérdida par-
cial de células con vacuolas o citoplasma ho-
mogeéneo, y Grado 4 los ovocitos desnudos o
con cumulus expandido. Para efectos del es-
tudio, solo se utilizaron ovocitos degrado 1y
2, llegando a recuperarse 2372 ovocitos ap-
tos para ser utilizados.

Fase 1: Maduracion Nuclear

En esta fase se evaluaron las
macromoléculas PVA, PVP, BSAy SFB. Se
emplearon 692 ovocitos distribuidos al azar
en los cuatro tratamientos. Los ovocitos se
colocaron en el medio de maduracion TCM-
199 que fue enriquecido, segun Fukui et al.
(2000), Chung et al. (2007) y Stein (2007),
con 6 mg/ml de cada uno de los suplementos
de macromoléculas en estudio: T1 con PVP
(n=176), T2 con PVA (n=171), T3 con BSA
(n=172) y T4 con SFB (n=173). Los ovocitos
fueron madurados por 24 h en condiciones
de 38.5 °C, 5% de CO, y maxima humedad.

El grado de maduracion de los ovocitos
se determind al término de la incubacion en
base al criterio de expansion de las células
del cimulo. Posteriormente, los ovocitos fue-
ron colocados en una solucion buffer — PBS
(fosfato salino buffer) para proceder a su
denudacion, retirandoles las células del cu-
mulo, y luego fueron colocados en una solu-
cion de fijacion etanol / acido acético (3:1)
por 36 h.

Una vez retirados los ovocitos de la so-
lucion de fijacion, se colocaron en un
portaobjeto adicionando orceina para su
tincion y llevados a un microscopio para de-
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terminar la fase de maduracion nuclear, pu-
diendo ser vesicula germinal (VG), metafase
I (MI), anafase-telofase I, metafase Il (MII)
y degenerados.

Fase 2: Tasa de Division y Desarrollo
Embrionario

En esta fase, 1680 ovocitos fueron dis-
tribuidos en los cuatro tratamientos anterio-
res; siendo T1 con PVP (n=422), T2 con PVA
(n=420), T3 con BSA (n=414) y T4 con SFB
(n=424). Los ovocitos fueron sometidos a un
procedimiento similar a la Fase 1 hasta llegar
a la etapa de maduracion. Luego fueron fe-
cundados con semen congelado de un solo
toro, proveniente del mismo lote de coleccion
y evaluado previamente por caracteristicas
de motilidad mayor de 50% y con una con-
centracion de espermatozoides mayor de 40
millones/ml.

Para la fecundacion in vitro, el semen
se coloco en una gradiente de Percoll (45/90) y
luego se agreg6 al medio de fecundacion con-
juntamente con penicilamina, hipotaurina y
epinefrina. Los ovocitos se retiraron a las 18
h de la fecundacion y fueron desnudados
mediante vorteo y de alli pasados a medio de
cultivo KSOM-AA. La division de los pre-
suntos gametos se evalué a las 48 h
posfecundacion con ayuda de un estereomi-
croscopio. Los gametos fueron colocados en
medio de cultivo SOF (fluido sintético de ovi-
ducto), donde se esperd hasta los siete dias
posfecundacion para evaluar el desarrollo
embrionario a blastocisto.

Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron
como porcentajes dentro de cada grupo expe-
rimental. Se utiliz6 el Chi cuadrado para eva-
luar las diferencias entre tratamientos (suple-
mentos de macromolécula) como variables cua-
litativas, mediante el programa SPSS v. 15.
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REsuLTADOS Y Discusion

La presencia del primer corpusculo po-
lar, indicando el estadio de metafase 11 (Fig.
1) se presentd en el 42.6, 45.0, 40.7y 37.7%
en los tratamientos PVP, PVA, BSAy SFB,
respectivamente (Cuadro 1).

Es importante indicar que la variabili-
dad de los resultados en la recoleccion de
ovocitos se encuentra afectada por la expe-
riencia del operador, el método utilizado para
la recoleccién y por las caracteristicas pro-
pias de los ovarios (edad, raza y estado
reproductivo del animal). Para lograr una
efectiva MIV es necesario tener en cuenta
la calidad de los ovarios y de los ovocitos
(Rodriguez et al., 2004). Asimismo, Leibfried
y First (1979) sefialan que la capacidad de
MIV de los ovacitos bovinos no depende del
momento del ciclo estrual en que son colec-
tados. Por otro lado, la apariencia de la su-
perficie de los foliculos ha sido propuesta para
pre-seleccionar los futuros ovocitos, mejorar
los indices de maduracién y FIV, asi como
para poder clasificarlos por categorias
(Grimes e Ireland, 1986).

En el segundo experimento, la division
a las 48 h de la fecundacion (Fig. 2a) ocurrié
mayormente con las macromoléculas PVA'y
PVP (59.3 y 58.4%, respectivamente); mien-
tras que en el desarrollo embrionario hasta
blastocisto (Fig. 2b), los mayores porcenta-
jes se observaron con SFB y BSA (43.2 y
42.3%, respectivamente, Cuadro 2).

La fase de maduracion tiene un gran
impacto sobre las fases subsiguientes en los
protocolos de fecundacion in vitro, debido a
que si existe una adecuada maduracion del
ovocito, sustentada en los cambios
moleculares a nivel nuclear y citoplasmatico,
se va a favorecer la fecundacion y el poste-
rior desarrollo de los zigotos (Bavister, 1995).
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Figura 1. Presencia del primer corpusculo polar (estadio de Metafase 11) en ovocito de bovino

@ b

Figura 2. Ovocitos de bovino fecundados. a) Division celular a las 48 h posfecundacion. b)
Blastocisto
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Cuadro 1. Tasa de maduracién nuclear (Metafase 11) de ovocitos de bovino empleando un
medio de maduracion con cuatro suplementos de macromoléculas

Suplemento de Ve5|gula Metafase | Anafase- Metafase Il Degenerado
macromolécula’ germinal (%) Telofase | (%) (%)
(%) ’ (%) ° ’
PVP (n=176)2 13.7+1.8 18.1+26 19.3+28 426*+36 6319
PVA (n=171) 153+28 21.1+08 129+13 45.0°+17 57122
BSA (n=172) 181+2.2 18.0+2.0 145+25 407*+4.2 8.7x0.9
SFB (n=173) 219+1.4 17.9+42 156+12 37.7°+3.0 69x14

1 PVP: Polivinil pirrolidona; PVA: Polivinil alcohol; BSA: Albimina sérica bovina; SFB: Suero fetal
bovino
2 Ntmero de ovocitos

Cuadro 2. Tasa de division de ovocitos y desarrollo embrionario posfecundacion

Suplemento de Namero de Division celularalas  Blastocistos a los 7 dias
macromolécula’ ovocitos 48 horas (%) (%)

PVP 422 503 +£6.4 40.7£6.4

PVA 420 584 £6.0 41.6x£6.0

BSA 414 577 £2.7 42.3x£2.7

SFB 424 56.8 £2.9 43.2£29

1 PVP: Polivinil pirrolidona; PVA: Polivinil alcohol; BSA: Albiimina sérica bovina; SFB: Suero fetal
bovino
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