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RESUMEN

La eficiencia en la produccion de embriones in vitro puede verse afectada por un déficit en
la competencia para el desarrollo del oocito, completada durante su maduracion in vitro
(MIV). Con el objetivo de evaluar la influencia de la concentracion de oxigeno sobre la
maduracion nuclear, complejos cumulos oocito, fueron incubados en condiciones normales
de maduracion (5% CO, y 20% O), y un segundo grupo en un ambiente hermético con una
mezcla de gases de 5% CO;, 5% O, y 90% N,. Después de 24 horas de incubacion, se
evaluo el estado de maduracién nuclear, sin encontrar diferencias significativas entre los
dos grupos experimentales (P<0.05). En conclusion la concentracién atmosférica de
oxigeno (5% y 20%) durante la MIV, no genera efectos deletéreos sobre la maduracion
nuclear del oocito, lo que permite proponer el uso de un sistema hermético con atmosfera
controlada (5% O2) de alta eficiencia y econdmico.
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COMPARISON OF TWO METHODS TO INCUBATION ON /N VITRO MATURATION OF
BOVINE OOCYTES

ABSTRACT

The efficiency of in vitro embryo production can be affected by a deficit in the
developmental competence of oocyte, completed during its in vitro maturation (IVM). With
the aim of evaluating the influence of oxygen concentration on nuclear maturation,
cumulus oocyte complexes were incubated under normal maturation conditions (5% CO,
and 20% O,), and a second group under an air-tight environment composed by a gas
mixture of 5% CO,, 5% O, and 90% N.,. After of 24 hours of incubation, it was evaluated
the nuclear maturation stage, without to find significant differences between the two
experimental groups (P <0.05). In conclusion, the atmospheric concentration of oxygen
(5% and 20%) during the IVM of bovine oocytes, do not cause deleterious effects on
oocyte nuclear maturation, which allow us to propose the use of an air-tight system with
controlled atmosphere (5% O2) highly efficient and inexpensive.

Keywords: oocytes, in vitro maturation, oxygen concentration.
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1. INTRODUCCION

En el ovario de una hembra bovina la dotacion de
gametos es finita y viene fijada desde el momento
de su nacimiento. En la vida embrionaria la
formacién de estos gametos se inician en el dia 70
a partir de las células primordiales germinales
(PGC) que al colonizar la futura génada, sufren
diversas divisiones mitéticas para formar las
oogonias. Estas oogonias en el dia 82 de la
gestacion sufren meiosis incompleta (avance hasta
la profase |, donde ocurre el primer bloqueo)
convirtiendose en oocito primario, que se empieza
a rodear de células somaticas conocidas como
células de la pregranulosa, constituyéndose asi el
foliculo primordial (Lorenzo, P., 1992) [1]. Alrededor
del dia 140 estas células empiezan a sufrir cambios
importantes en relacion con sus funciones de
conexion con el oocito, con la formacion de uniones
de comunicacién o uniones GAP, encargadas de la
transferencia de nutrientes, y la sintesis de factores
de crecimiento y de glicoproteinas de la zona
pelucida (Picton, 2001) [2], formando el foliculo
primario. Factores propios de esta unidad folicular,
causan una actividad mitética, incrementando la
capa de células de la granulosa lo cual induce a la
formacioén de foliculos secundarios. Se observa que
desde la etapa fetal, la hembra inicia su actividad
ovarica, pero solo después de su nacimiento y su
entrada en la pubertad, la influencia de las
hormonas estimulante del foliculo (FSH) vy
luteinizante (LH), permiten que el foliculo continue
su desarrollo con el incremento de una actividad
esteroidogénica, evidenciada por la acumulacion de
metabolitos entre ellos el estrégeno, en una
cavidad del foliculo llamada antrum (Monniaux et
al., 1997) [3]. Aqui el foliculo pasa a ser foliculo
preantral, de aqui en adelante el foliculo continta
creciendo hasta llegar al estadio de foliculo
preovulatorio, que bajo un pico estimulante la
hormona LH ovulara.

Como se menciond, el oocito durante toda la etapa
de formacion del foliculo o foliculogénesis se
encuentra bloqueado meiéticamente (caracterizado
por un nucleo prominente conocido como vesicula
germinal), sin embargo, momentos antes de la
ovulacién el estimulo hormonal causa la
continuaciéon de la meiosis hasta la metafase I,
evidenciado por la expulsiéon del primer cuerpo
polar (Eppig, 1996) [4], donde ocurre un segundo
bloqueo. Este proceso conocido como maduracion
del oocito, es el responsable de generar en el
oocito una serie de cambios citoplasmaticos
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(sintesis de proteinas y RNA, ubicacion de
mitocondrias y granulos corticales en la periferia del
oocito), (Fair et al, 1997) [5] y nucleares
(rompimiento de la vesicula germinal -GVBD-,
reorganizacion cromosémica, avance de la meiosis
y expulsidon del primer cuerpo polar), necesarios
para que se lleve a cabo la fecundacién (Whitaker,
1996) [6]. El estudio de la maduracién en
condiciones in Vitro, ha determinado un tiempo
promedio de 24 horas para llevarse a cabo estos
cambios (Arlotto, JL., 1996) [7].

Los oocitos madurados en condiciones in vivo o in
vitro, poseen tasa similares de maduracién nuclear,
fertilizacion 'y clivaje (division celular post-
fecundacion), sin embargo difieren en la tasa de
desarrollo hasta blastocisto (Sirard y Blondin, 1996)
[8], mientras que en in vivo el 85% de los oocitos
inseminados sostienen un desarrollo embrionario
adecuado, en condiciones in vitro solo una cuarta
parte llegan hasta blastocisto (Mayes, M., 2002) [9].

La maduracion in vitro (MIV) es una importante
tecnologia reproductiva que busca generar oocitos
maduros con la capacidad de soportar un desarrollo
embrionario preimplantatatorio y un completo
desarrollo a término. En la actualidad existen
numerosos incentivos clinicos y comerciales para el
mejoramiento de esta etapa inicial en la produccion
de embriones in vitro, mediante la investigacién de
eventos como la competencia para el desarrollo, las
interacciones entre  oocito-células somaticas,
comunicaciones via uniones GAP, el
comportamiento paracrino entre los dos tipos de
célula, entre otros (Gilchrist et al., 2007) [10]. El
estudio detallado de los requerimientos del oocito
en condiciones in vitro, exige un conocimiento de
las variables externas influyentes, para lo cual se
podria abordar el estudio del medio de cultivo, las
condiciones fisicoquimicas y el sistema y duracion
de cultivo. La evaluacion en laboratorio de la
maduracion, se basa en la observacion de las
células del cumulo (capa de células de Ila
granulosa), las cuales en el oocito inmaduro forman
una capa compacta y que al avanzar la maduracion
se van expandiendo hasta llegar a un nivel de
expansion maxima, lo cual se interpreta como un
signo de maduracién. Igualmente la presencia del
primer cuerpo polar evidencia la finalizacion de la
maduracion nuclear con el avance de la meiosis
hasta la metafase |Il. Las condiciones de
maduracion determinantes en la eficiencia del
proceso, se centran en el medio de cultivo, el cual
constituye el sustrato que debe otorgar al oocito las
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fuentes  energéticas, proteicas, minerales,
antibidticas y hormonales, necesarias para su
maduracion (Memili, 2007) [11]. Las condiciones
fisicoquimicas, deben ofrecer al oocito los
componentes necesarios para imitar el ambiente
folicular y el oviducto, entre estos, la temperatura,
el pH, la presidon osmoética y la composicion
atmosférica.

El ambiente ovarico posee una concentracion de
oxigeno inferior a la atmosférica la cual se acerca
al 20% (Fischer and Bavister, 1999) [12].
Numerosos estudios para el control de la atmdsfera
gaseosa durante la MIV, especialmente Ila
concentracion de oxigeno cuyos efectos deletéreos
se relacionan con la formaciéon de especies
reactivas de oxigeno (EROs), han demostrado que
al reducir las concentraciones de oxigeno hasta el
5-10% se mejora la tasa de desarrollo (Fujitani et
al., 1997) [13]. Las EROs corresponden a un grupo
de especies quimicas no estables, que mediante
reacciones en cadena, toman o ceden electrones
de moléculas esenciales para la vida celular,
alterando su funcionalidad y dando origen a otros
radicales quimicamente mas agresivos,
amenazando asi la estabilidad de los sistemas
vivos. Numerosas patologias se han reportado
como causa de este fendmeno, entre ellos dafos
en membranas celulares, organelas y ADN (Fujji et
al., 2005) [14].

Dentro de las condiciones atmosféricas estandar
usadas en los sistemas de produccion de
embriones in vitro, se ha venido empleando un 5%
de CO, en aire, es decir con oxigeno atmosférico
(20%), empleandose un sistema regulado vy
constante de reposicién de gases en la incubadora
que representa un costo significativo, sin la garantia
de obtener los mejores resultados dado los altos
niveles de oxigeno presentes en la mezcla. En
otros trabajos buscando imitar las condiciones in
vivo, se ha reportado el uso de mezclas gaseosas
de 5% CO2, 5% 02 y 90% N2 (Lim et al., 1999)
[15], en cualquiera de los casos, se continua
empleando el sistema de alimentacién por cilindros
lo cual incide negativamente sobre los costos de
produccion.

En este trabajo se evalué el efecto de un ambiente
alternativo de mezcla gases con un bajo porcentaje
de oxigeno (5 %CO,, 5% O,, 90% de N;) sobre la
maduracion  nuclear de  oocitos  bovinos,
implementando un sistema hermético de bajo
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costo, adaptado para la incubacion modular
independiente de un insuflado continuo.
2. METODOLOGIA

OBTENCION Y PROCESAMIENTO
MATERIAL DE ESTUDIO

DEL

Los ovarios de bovino, fueron obtenidos de
hembras sacrificadas en la Planta de Beneficio de
la Central Ganadera del municipio de Medellin. Los
ovarios se depositaron en solucién de tampén
fosfato salino (PBS) estéril a 37°C y luego fueron
transportados (30 minutos aproximadamente) hacia
el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la
Universidad Nacional Sede Medellin para su
procesamiento.

En el laboratorio, bajo condiciones asépticas, se
lavaron los ovarios con PBS a 37°C para retirar
material contaminante, sangre y detritus. Luego
con aguja N°18 en jeringa de 5 mL, se procedio a la
aspiracion de los foliculos con un diametro de 3 a 6
mm vy el liquido folicular fue recolectado en tubos
conicos de 15 mL mantenidos a 37°C.

El liquido folicular se dej6é en reposo durante 15-20
minutos en incubadora de CO,. Luego se procedio
a descartar el sobrenadante. El precipitado se
resuspendiéo en 5mL de medio de lavado (medio
TL-HEPES) y se deposité luego en caja de Petri
estéril de 60 x 15 mm. Con un estereomicroscopio
se seleccionaron los complejos Cumulo Oocito
(CCOs) de buena calidad caracterizados por
presentar un citoplasma homogéneo que llenara el
espacio delimitado por la zona pelucida y dos a tres
capas de con distribucién uniforme y compactas,
sin signos de expansion o atresia.

MADURACION IN VITRO

El medio de maduracion empleado fue TCM-199
con sales de Hank’s (Sigma Ref. M3274)
suplementado con 2.2g/L de bicarbonato de sodio,
275 g/mL de acido piravico, 29.2 g/mL de
glutamina, 100 Ul/mL de penicilina, 100 g/mL de
estreptomicina, 0.25 g/mL de anfotericina B, 1
g/mL de estradiol, 10% de suero bovino fetal y
gonadotropinas (1,0 pyg/mL de FSH porcina y 10,0
Ul/mL de LH recombinante humana).
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SISTEMAS DE INCUBACION EVALUADOS

Los grupos experimentales presentaron como
variable independiente a evaluar, la condicién
atmosférica, 5% de O, y 20% de O,

Grupo experimental 1: 5% CO, en aire (mas el
20% de oxigeno atmosférico), 38,5°C y 90% de
humedad relativa. EI CO, fue suministrado por una
pipeta CO, anaerdbico y regulado por la misma
incubadora.

Grupo experimental 2: 5% CO,, 5% de O, 90%
de N, 38,5°C y humedad relativa maxima. Esta
incubacion se llevo a cabo en un compartimiento
hermético donde se inyectd la mezcla de gases
(figura 1).

En el grupo experimental 2, cada 12 horas se
reemplazd la mezcla de gases, con el objetivo de
mantener los niveles adecuados de la mezcla de
gases sin afectar la viabilidad de los CCOs.

Fig. 1. Compartimento hermético modificado,
evaluado para la incubacion con gases controlados.

El sistema hermético, se construy6é a partir de un
recipiente de facil y econdmica consecucion
comercial, comunmente empleado para el
almacenamiento de alimentos; al cual se le adaptd
dos conductos con valvulas para la regulacion del
insuflado. En el fondo se adicionaron 5 ml de agua
destilada para asegurar la maxima humedad
relativa al interior del compartimento, y se ubico
una caja de Petri de vidrio como superficie para la
ubicacién de las cajas de cultivo con los CCOs.
Posterior al cierre del recipiente, se procedi6 a abrir
las valvulas de regulacion, una de ellas para el
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ingreso de la mezcla de gases y la otra para la
salida del mismo gas, permitiendo un reemplazo
gradual del aire interno por la mezcla evaluada,
finalmente se cerrd la valvula de ingreso de la
mezcla seguida de la segunda valvula, esto con el
objetivo de no generar una presion interna. El
compartimento hermético fue mantenido en una
incubadora que soélo mantenia la temperatura del
sistema a 38,5°C.

EVALUACION DEL AVANCE MEIOTICO

(MADURACION NUCLEAR)

Al terminar el tiempo de maduracion de 24 horas,
los oocitos fueron desnudados por pipeteo en
hialuronidasa al 2%, eliminando del oocito las
células del cumulo circundantes, con el cuidado de
no afectar la zona pelucida. Luego, los oocitos
desnudos fueron transferidos a una gota con 4’,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) a una
concentracion de 0,225 g/ml por 3 a 5 minutos en
oscuridad. Posteriormente fueron lavados en
medio de maduracion con el objetivo de eliminar el
exceso de DAPI y pasados a una gota de medio en
un portaobjetos. La observacion se realizé en un
microscopio de fluorescencia con filtro de 380nm a
500nm y se evalud la presencia o ausencia del
primer cuerpo polar y se determiné el porcentaje de
maduracion nuclear (Figura 2).

A

Fig. 2. Evaluacion del avance meidtico o
maduracion nuclear en oocitos bovinos. (A)Oocito
Inmaduro en vesicula germinal. (B)Oocito maduro:
Metafase I, evidenciado por el primer cuerpo polar.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un estudio experimental de disefio de
bloques al azar, en el que se determiné el efecto de
dos métodos de incubacion por 24 horas (5% de O,
y 20% de O,) sobre la tasa de maduracion nuclear
del oocito de bovino. Se trabajo con un n total de
100 CCO que fueron distribuidos en 2 tratamientos
y cinco repeticiones. Los datos fueron expresados
como promedio + error estandar de la media y se
realizé una comparaciéon de medias por la prueba t
de Student. El programa que se utilizo fue el
Statistical version 6.0.

3. RESULTADOS

Un total de 100 COCs distribuidos en dos grupos
experimentales, en donde el grupo 1 fue incubado
bajo las condiciones de 5%C0,-20% vy el grupo 2
en 0,5%C0,-5%0,-90%N,. Después de 24 horas
de incubacioén, los oocitos fueron desnudados para
evaluar la presencia del primer cuerpo polar,
mediante la tincion con DAPIl. Se calculd el
porcentaje promedio de expulsion del primer cuerpo
polar en los oocitos presentes por gota de cultivo
(10 COCs). Se realizaron 5 repeticiones por cada
tratamiento.

El porcentaje promedio de maduracion nuclear
(metafase 1l) obtenido bajo las condiciones de
incubacion del grupo 1 fue de 79,18%, mientras
que los del grupo 2 fue del 71,52% (Tabla 1).

Tabla 1 Parametros estadisticos de maduracion
nuclear in vitro para las condiciones de incubacion
con 5%0; y 20%0,

sometidos a  maduracion con  diferentes
concentraciones de oxigeno, se realizé mediante
una prueba de t, arrojando los resultados
presentados en la tabla 2.

Tabla 2. Comparacién de medias por la prueba t

Hipotesis Valor de t Valor de P*

Gr1=Gr2 0.8007 0.4539

Tratamiento 5%C0,-5%0,- 5%CO0,-

Parametro* 90%N, 20%0,
Numero de oocitos 50 50
Promedio 79.175 71.515
Desviacion 15.937 10.316
estandar
Valor minimo 66.700 57.100
Valor maximo 100.00 80.000
Error estandar 7.698 5.158

* Unidades en % de maduracién sobre cada unidad
experimental

La comparacion estadistica entre las medias de
cada unidad experimental de los grupos de oocitos

Gr1 & Gr2 hacen referencia a las medias de cada
tratamiento:

Gr1=5%C0,-5%0,-90%N, Gr2=5%C0,-20%0,
*Valores estadisticamente significativos con P<0.05

4. DISCUSION Y ANALISIS

Teniendo en cuenta que la maduracion nuclear del
oocito es uno de los pasos requeridos para la
produccién in vitro de embriones, y con el objetivo
de implementar un sistema de cultivo hermético
econdémico, en el presente trabajo, se evalud el
efecto de la concentracion de oxigeno sobre la
maduracion in vitro, en donde se obtuvo un
porcentaje de maduracion nuclear del 79.18%
cuando se incubo a condiciones de oxigeno de 5%,
no encontrando diferencia significativa (P >0.05)
con los datos de la incubacién con oxigeno
atmosférico del 20% (71.52% ). Esto sugiere que el
ambiente  hermético puede reemplazar las
condiciones estandar de cultivo en los
procedimientos de maduracion in vitro, sin generar
efectos deletéreos.

Los porcentajes de maduracion nuclear (metafase
Il) encontrados en este trabajo son similares a los
reportados por De Wit, et al., 2000 [16] (70-75%),
quienes utilizaron complejos de caracteristicas
Optimas (cumulo compacto, uniformidad
citoplasmatica) e incubaron por 24 horas en
condiciones estandar (20% de oxigeno). En otras
especies como porcinos, en los que se ha evaluado
los dos ambientes de incubacion (5% y 20% de
oxigeno), no se encuentran  diferencias
significativas al comparar las tasas de maduracion
(77.9% y 74.4%, respectivamente) y fertilizacién in
vitro (50.1% y 54.2%, respectivamente) (Kurniani,
et al., 2004) [17].

El manejo de los niveles de oxigeno en el ambiente
de incubacion durante la maduracién in vitro, juega
un papel muy importante en el desarrollo, debido a
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que se ha encontrado que oocitos madurados al
2% de oxigeno, aumentan la tasa de apoptosis en
el estado de blastocisto comparado con un 5% de
oxigeno (Banwell et al., 2007) [18]. Ademas el
efecto de la concentracion del oxigeno ha sido
evaluado durante el desarrollo embrionario in vitro
en caprinos y bovinos, reportando que en las
concentraciones que oscilaban entre el 4% y el 8%
de oxigeno se encontraron los mejores porcentajes
de clivaje (23-29%) (Thompson et al., 1990) [19].

Uno de los factores importantes en el estudio de los
niveles de oxigeno en los sistemas de incubacién in
vitro, se centra en la busqueda de estrategias que
permitan disminuir la incidencia de las especies
reactivas de oxigenos (EROs), que son generadas
en procesos normales de metabolismo celular y
han sido implicadas en diversos dafos celulares;
sin embargo en el oocito y células del camulo se ha
detectado la expresion de enzimas antioxidantes
como la superdxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa y catalasa, sugiriendo que el oocito
tiene la capacidad de controlar el aumento de
EROs (Cetica, P.D. et al., 2001) [20]; a pesar de
esto, el cultivo en condiciones de 20% de oxigeno
requiere suplementos antioxidantes en el medio de
cultivo, tales como, B-mercaptoetanol , vitamina E y
vitamina C (Dalvit et al., 2005) [21].

Finalmente, a partir del uso de un sistema
hermético con atmésfera controlada (5% de
oxigeno), se pueden obtener resultados de
maduracion in vitro de oocitos bovinos, similares al
sistema convencional de incubacién, con la
diferencia de que este ultimo requiere de una
demanda constante de circulacion de gases,
mientras que el sistema hermético permite la
inyecciéon de la mezcla gaseosa deseada. Estas
diferencias repercuten notablemente sobre los
costos del proceso in vitro, ya que el modelo
propuesto en esta investigacion demanda
cantidades minimas de gases y permitiria emplear
una incubadora que solo regule la temperatura.

5. CONCLUSION

La concentracién atmosférica de oxigeno (5% vy
20%) en el medio de incubacién no genera efectos
deletéreos sobre la competencia meidtica del
oocito, evidenciada por los porcentajes de
maduracion nuclear (metafase Il).
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El sistema hermético empleado para la disminucién
de las concentraciones de oxigeno atmosférico,
permite obtener porcentajes de maduracion
similares a los obtenidos en sistemas de incubacién
estandar, permitiendo implementar un sistema de
incubacion econdmico y eficiente.

6. PERSPECTIVAS

Se propone en futuros trabajos, avanzar en el
estudio de las condiciones de incubacion
propuestas sobre los eventos de la fertilizaciéon y
desarrollo embrionario, evaluando las tasas de
fertilizacion, clivaje y obtencion de blastocistos.
Asimismo, se hace necesario avanzar en la
evaluacion de la calidad embrionaria obtenida bajo
los sistemas de incubacion evaluados.
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