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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue investigar el efecto de la dura-
cion de la maduracion in vitro de ovocitos bovinos sobre la pro-
gresion meidtica. Para ello se utilizaron complejos ovocito cu-
mulus (COC) obtenidos a partir de ovarios de hembras sacrifi-
cadas y colocados a madurar en medio TCM 199 suplementa-
do con 10 pg/mL de FSH (Folltropin-V ®), 1 pg/mL 17 8 estra-
diol, 50 ng/mL de factor de crecimiento epidermal y 10% de
suero fetal bovino, a 38,5°C en una atmosfera con 5% de CO,
en aire saturado de humedad, durante 23 a 27 horas. Los ovo-
citos fueron despojados de las células del cumulus y fijados en
una solucién de metanol: acido acético (3:1) y teflidos con ace-
to-orceina (1,1%) para evaluar la progresion meiética. Tras 23
horas de cultivo, la tasa de maduracién ovocitaria alcanzé un
59,71%, valor que se elevo hasta un 83% a las 26 horas de
cultivo, disminuyendo luego a un 56,25% a las 27h. La propor-
cion de ovocitos degenerados tras el cultivo in vitro también se
increment6 con el aumento en la duracion de la maduracion
ovocitaria de un 0% a las 23 horas hasta un 10,41% a las 27
horas. En este estudio, se encontr6 que la competencia para
el desarrollo de ovocitos bovinos se ve afectada por la dura-
cién de la maduracion in vitro.

Palabras clave: Ovocito, maduracion in vitro (MIV), progre-
sibn meidtica, bovino.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effect of the dura-
tion of in vitro maturation of bovine oocytes on meiotic progres-
sion. To do this cumulus oocyte complexes (COC) were ob-
tained from ovaries of female animals slaughtered, COC were
set to mature in TCM 199 supplemented with 10 pg/mL of FSH
(Folltropin-V ®), 1 pug/mL 17 B estradiol, 50 ng/mL of epidermal
growth factor and 10% fetal bovine serum, at 38.5°C in 5%
CO; in humidity saturated air during 23 to 27 hours. COC were
stripped from cumulus cells and fixed in a solution of methanol:
acetic acid (3:1) and stained with aceto-orcein (1.1%) to evalu-
ate meiotic progression. After 23 hours, the rate of maturation
reached 59.71%, a value which rose to 83% at 26 hours and
then declined to 56.25% at 27h. The proportion of degenerated
oocytes after culture in vitro also increased with increased du-
ration of maturation time from 0% at 23 hours, and up to
10.41% at 27 hours. This study found that development com-
petence of bovine oocytes is affected by the duration of matu-
ration in vitro.

Key words: Oocyte, in vitro maturation (MIV), meiotic progres-
sion, bovine.

INTRODUCCION

Durante los ultimos afios la aplicacion de técnicas in vi-
tro para produccion de embriones se ha incrementado exitosa-
mente [1]. Sin embargo, los embriones producidos in vitro di-
fieren de su contraparte in vivo en muchos aspectos, como por
ejemplo la capacidad de desarrollo, morfologia, resistencia a la
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congelacién y supervivencia después de la transferencia [9,
13, 23, 30, 39, 40].

La capacidad de un ovocito maduro para superar las
etapas de fecundacion, el desarrollo del embrién preimplanta-
cional y la implantacion es denominada capacidad de desa-
rrollo del ovocito y es una medida intrinseca de la calidad del
mismo [20]. Los ovocitos madurados in vitro poseen baja
competencia de desarrollo comparados con los ovocitos ma-
durados in vivo en parte debido al inadecuado ambiente in vi-
tro que apoya el completo desarrollo de la maduracion [14,
15, 34, 38].

La adquisicion de la capacidad de desarrollo por parte
de los ovocitos madurados in vitro es un factor limitante para
que se puedan alcanzar con éxito las fases de fecundacion, di-
vision y desarrollo embrionario [11]. Esta diferenciacion de los
ovocitos es orquestada por una interaccion compleja entre fac-
tores de crecimiento y citoquinas que permiten la maduracién
nuclear y citoplasmatica [3, 4].

La maduracion in vitro de ovocitos bovinos es afectada
por muchos factores, como el tiempo y la temperatura de
transporte desde el matadero hasta el laboratorio [31], el tama-
fio del foliculo [24, 32], la etapa de desarrollo del ovocito [16],
el diametro del ovocito [21], la composicion del medio [25], el
tiempo de maduracion [31], las hormonas [35, 45] y los sueros
[31]. Un tiempo inapropiado de maduracion puede permitir la
formacion anormal de la cromatina [8], el envejecimiento del
ovocito [18] y un desarrollo comprometido del mismo [31].

Durante la maduracion in vitro, la extrusion del primer
corpusculo polar indica el éxito de la maduracién, alcanzando
el estadio de metafase Il, que ocurre durante las 18-24 horas
después de comenzar la maduracién. Existe la evidencia de
que algunos ovocitos maduran rapidamente, observandose el
primer corpusculo polar a las 16 horas. Sin embargo, un
periodo de cultivo es necesario antes de la fecundacioén, para
que se pueda alcanzar la capacidad de desarrollo del ovocito
[7, 21, 25, 42]. El objetivo del presente trabajo fue estudiar el
efecto del tiempo de maduracion in vitro de ovocitos bovinos
sobre la progresion meibtica.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y seleccion de ovocitos

Se utilizaron ovarios de vacas mestizas, sacrificadas en
mataderos comerciales, ubicados en la Villa del Rosario, esta-
do Zulia, Venezuela, los cuales se transportaron al laboratorio
en solucién buffer fosfato (PBS) a una temperatura de entre 35
y 37°C en un contenedor isotérmico en un lapso aproximado
de 3 horas posterior al sacrificio. Posteriormente, los ovarios
fueron lavados con PBS + 50 mg/L de gentamicina a 35-37°C.
Foliculos ovaricos entre 2 y 8 mm de diametro fueron aspira-
dos con una aguja de 18 G unida a una jeringa de 10 mL. Se
seleccionaron los ovocitos que presentaron un mayor tamanio,
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citoplasma homogéneo y al menos una capa completa de cé-
lulas del cimulus compacta [41].

Maduracioén in vitro de ovocitos

Una vez seleccionados los complejos ovocito-cumulus
(COCs), éstos se cultivaron en grupos de 50 en platos de culti-
vo de 4 celdas contentivos de 250 pL del medio de cultivo tisu-
lar 199 (TCM-199, M-7528, Sigma) suplementado con 275
mg/L de piruvato sédico (P-5280, Sigma), 50 mg/L de gentami-
cina, 146 mg/L de L-glutamina (G-15120, Sigma), 10 ug/mL de
Folltropin-V® (Vetrepharm, Canada Inc), 1 ug/mL de 173-estra-
diol (E-8875, Sigma), factor de crecimiento epidermal (50
ng/mL) y 10% suero fetal bovino (SFB, F-2442, Sigma), a
38,5°C en una atmosfera con 5% CO- en aire saturado de hu-
medad [28].

Tiempo de maduracion y evaluacion de la progresion
meiodtica

Una vez iniciada la maduracion, los COC se maduraron
durante 23 a 27 horas. Para evaluar la progresion meiotica, los
ovocitos fueron denudados de las células del cumulus median-
te agitacion mecanica, luego se fijaron en una mezcla de me-
tanol acido-acético en proporcién 3:1 durante al menos 24 ho-
ras a 4°C. Posteriormente se procedio a tefiirlos con aceto-or-
ceina al 1,1%. Una vez tefidos los ovocitos se evalué la ma-
duracion nuclear de los mismos bajo microscopio 6ptico (400x,
Olympus, BX40, Japén), clasificandolos, segun el estadio
meiobtico alcanzado en: ovocitos maduros (Ml + CP: metafase
Il + corpusculo polar, Telol: telofase 1), ovocitos inmaduros
(VG: vesicula germinal; CCII: condensacion cromosémica II;
MI: metafase | y Anal: anafase |) y ovocitos con material nu-
clear degenerado [41].

Analisis estadistico

Se consideraron como ovocitos maduros, aquellos que
al culminar el tiempo de maduracion alcanzaron el estadio de
metafase Il (MIl) o telofase | (Telo |) y que no mostraron signos
de degeneracion y ovocitos degenerados los que muestren
anormalidades en el material nuclear [37].

Las tasas de maduracion (proporcion de ovocitos total-
mente madurados, con relacion al total) fueron analizadas apli-
cando un procedimiento Proc Logistic del paquete estadistico
SAS®, considerando diferencias estadisticamente significativas
cuando P < 0,05 [37].

RESULTADOS Y DISCUSION

La capacidad de desarrollo de un ovocito ha sido defini-
da por First y col. [12] como la capacidad de reiniciar y com-
pletar la meiosis, de dirigir la fecundacion y de iniciar los even-
tos que resultan en el desarrollo embrionario. Durante la ma-
duracion in vitro son muchos los factores que pudieran estar
afectando la capacidad de desarrollo de los ovocitos bovinos
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[17, 24, 35]. Cualquier mejora que se haga en esta etapa in-
crementara el éxito en las fases subsiguientes.

En el presente estudio se evalu6 la progresién meibtica
de un total de 512 ovocitos que fueron madurados durante 23
a 27 horas. En la TABLA | se muestran los resultados obteni-
dos tras la maduracion in vitro, agrupados en <24 y >24 horas
de maduracién. La tasa promedio de maduracion ovocitaria al-
canzada fue de 67,8%, observandose un 4,0% de ovocitos de-
generados al final de la maduracion in vitro (MIV). Estos resul-
tados indican que, el sistema de MIV utilizado soporta adecua-
damente la maduracion nuclear de ovocitos bovinos.

Se han publicado resultados diversos en relacién a la
progresion meibtica de ovocitos MIV, encontrandose en la lite-
ratura que las tasas de maduracion oscilan entre un 50% y un
80%. Martino y col. [29] obtuvieron un porcentaje de madura-
cion de 56,9% por medio de la técnica de slicing. Hurtt y col.
[19], obtuvieron un porcentaje de 77% y Luna y col. [27], obtu-
vieron una tasa de 80,3%. El éxito limitado de la tasa de ma-
duracion obtenida en el presente trabajo, puede ser atribuido a
las imperfecciones en el medio de cultivo utilizado para la ma-
duracion ovocitaria. Tal cual se deduce de los estudios de Van
de Leemput y col. (1996) citado por Izadyar y col. [22], los cua-
les concluyeron que las condiciones in vitro no llegan a ser
completamente adecuadas para un desarrollo 6ptimo.

In vivo, los ovocitos bovinos alcanzan la maduracion fi-
nal en el periodo entre el pico de LH y la ovulacién, aproxima-
damente 30 h después del pico de LH. Sin embargo, la madu-
racion nuclear del ovocito (desarrollo a metafase Il) pareciera
acelerarse in vitro: 24h son suficientes para la maduracion in
vitro de ovocitos bovinos obtenidos de foliculos antrales [13].

En el presente trabajo, tras 23 horas de cultivo, la tasa
de maduracioén ovocitaria alcanzé un 59,71%, valor que se ele-
vo hasta un 83% a las 26 horas de cultivo, disminuyendo luego
a un 56,25% a las 27h. La proporcién de ovocitos degenera-
dos tras el cultivo in vitro también se increment6 con el aumen-
to en la duracion de la maduracién ovocitaria, de un 0% a las
23 horas hasta un 10,41% a las 27 horas (FIG. 1).

Cuando la maduracion ovocitaria tuvo una duraciéon de
24 horas 0 menos, la proporcién de ovocitos que fueron clasifi-
cados como maduros fue de 59,49% y la de ovocitos degene-
rados de un 2,53%. En el grupo experimental en el que la du-
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FIGURA 1. PORCENTAJE DE OVOCITOS BOVINOS EN ME-
TAFASE Il Y DEGENERADOS DURANTE DIFERENTES HO-
RAS DE MADURACION IN VITRO | PERCENTAGE OF BOVINE
OOCYTES AT METAPHASE Il AND DEGENERATE DIFFERENT TIMES
DURING IN VITRO MATURATION.

racion de la MIV fue mayor a 24h, la proporcién de ovocitos
que alcanzaron el estadio de metafase Il + corpusculo polar
(MII+CP) fue de 72% vy la tasa de degeneracion de un 5,09%.
La proporcion de ovocitos en metafase Il aumenta significati-
vamente (P<0,05) con el incremento en el tiempo de cultivo,
no asi la tasa de degeneracion.

Yadav y col. [44] estudiaron la maduracion in vitro de
ovocitos de cabra (Capra hircus) en medio TCM199 suplemen-
tado con suero de vaca en celo y hallaron que al inicio del cul-
tivo (0 h) la mayoria de los ovocitos se encontraban en el esta-
dio de vesicula germinal (VG). En dicho estudio la rotura de la
membrana de la VG se iniciaba dentro de las primeras 6 h de
cultivo y muchos de los ovocitos completaban este estadio a
las 16 h de cultivo. La consiguiente condensaciéon de cromoso-
mas daba lugar a la metafase | (MI) entre las 12 a 20 h segui-
da del estadio de Mll a las 22 a 36 h, con el nimero mayor de
ovocitos alcanzando el estado de Mll a las 30 h.

Estudios recientes describen una amplia variacién en el
tiempo requerido para completar la meiosis in vitro, variando
desde las 24 hasta las 32 h [5, 6, 39]. Martino y col. [29], estu-
diando la competencia de desarrollo de ovocitos de cabra ob-

TABLA |
TASA DE MADURACION DE OVOCITOS BOVINOS MADURADOS IN VITRO DURANTE DIFERENTES HORAS
DE MADURACION / RATE OF MATURATION OF BOVINE OOCYTES MATURED N VITRO FOR DIFFERENT TIMES OF MATURATION

Tratamiento N° Total de Ovocitos N° Ovocitos
Maduros (%) Inmaduros Degenerados (%)
=24 237 141 (59,49)° 90 (37,98)? 6 (2,53)°
>24 275 198 (72)° 63 (22,91)° 14 (5,09)°

Maduros: ovocitos que alcanzaron un estadio de metafase Il + corpusculo polar o telofase I.
vesicula germinal, condensacién cromosémica ll, metafase | y anafase I.

Inmaduros: ovocitos que presentaron un estadio de

Letras diferentes en la misma columna denotan diferencias significativas (P<0,05).
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servaron un aumento significativo en la proporcion de ovocitos
en MII+CP con el incremento correspondiente en el tiempo de
cultivo de 24 a 27h. Son y col. [36], demuestran que la capaci-
dad de desarrollo de ovocitos colectados luego de un trata-
miento con gonadotropina corionica humana (hCG) en un pro-
grama de MIV humana, se correlaciona con el tiempo de ma-
duracion. También observaron una relacién significativa entre
el potencial de desarrollo embrionario y la duracién en alcan-
zar el estadio de MII.

Se afirma que la baja competencia para el desarrollo de
embriones derivados de ovocitos madurados lentamente, pue-
de ser debida a una pérdida en la actividad del factor promotor
de la fase M, en la produccién de ciclinas y otras proteinas que
controlan el ciclo celular. La asincronia en el tiempo de madu-
racion puede ser debida a diferencias intrinsecas de los ovoci-
tos recuperados de foliculos de tamafios diferentes. Se sabe
que el diametro folicular tiene una influencia clara sobre la
competencia para el desarrollo de ovocitos de raton (Mus spp.)
y de ganado bovino [2, 10, 26, 33, 43]. En el presente estudio,
este factor pudiese ejercer un efecto negativo sobre la tasa de
maduracion, debido a que los ovocitos obtenidos por medio de
la técnica de slicing se encontraban en foliculos de diferentes
diametros (2-8 mm).

CONCLUSIONES

La competencia para el desarrollo de ovocitos bovinos
se ve afectada por la duracion de la maduracion in vitro. Una
forma mas definitiva de evaluar este efecto deberia ser el ana-
lisis de la capacidad de desarrollo de los embriones derivados
de ovocitos asi madurados y fecundados in vitro y cultivados
hasta el estadio de blastocito.
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