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Resumen

El objetivo de este trabajo fue tratar de mejorar la produccion in vitro de embriones bovinos y poder sus-
tituir el suero de origen bovino, en la maduracion in vitro de los ovocitos bovinos, sin que afecte a su pos-
terior desarrollo. Para ello, se ha evaluado la influencia de tres suplementaciones macromoleculares dis-
tintas (suero fetal bovino, albumina sérica bovina y polivinil pirrolidona) en el medio de maduracién de
ovocitos, en atmosfera de baja tensién de oxigeno (6%). 809 complejos cumulo ovocito fueron dividi-
dos al azar en tres grupos, y cada uno de ello fue madurado en presencia de una de las mencionadas su-
plementaciones: a) suero fetal bovino, n = 271; b) albumina sérica bovina, n = 272; ¢) polivinilpirrolidona,
n = 266. Para evaluar las diferencias entre los grupos se procedié al recuento de zigotos divididos 48 ho-
ras postinseminacién, porcentaje de blastocistos en dias 7 y 8 de cultivo asi como blastocistos totales y
numero total de células por blastocisto. No hemos encontrado diferencias significativas (p<0,05) en nin-
guno de los pardmetros analizados. Con estos resultados podemos concluir que la maduracién de los ovo-
citos bovinos en medio suplementado con polivinilpirrolidona, en condiciones de baja tensién de oxigeno,
nos permite eliminar el suero, sin comprometer el posterior desarrollo hasta el estado de blastocisto.
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Abstract
Effect of fetal calf serum (FCS), bovine albumin serum (BSA) and polyvinyl pyrrolidone (PVP)
suplementation in bovine oocyte maturation medium in vitro

The aim of present study was to improve in vitro production of bovine embryos replacing bovine serum
used for in vitro maturation without compromising the subsequent development to the blastocyst stage.
Influence of three macromolecular supplements was tested (fetal calf serum, bovine serum albumin and
polyvinylpyrrolidone) when they were supplemented of bovine oocyte maturation medium and cultured
under low 02 tension (6%). 809 cumulus-oocyte complexes, were randomly allocated in one of the three
treatments groups, and each one of them was matured in the presence of a type of supplementation:
a) fetal calf serum, n = 271; b) bovine albumin serum, n = 272 ¢) polyvinylpyrrolidone, n = 266. To evalua-
te the differences between groups we proceeded to count attached zygotes 48 hours postinsemination,
percentage of blastocysts on days 7 and 8 postinsemination as well as total and total number of cells
per blastocyst. No significant differences were found (p <0.05) in any of parameters analyzed. With these
results we conclude that the bovine oocytes maturation in medium supplemented with polyvinylpyrroli-
done, in low oxygen tension conditions, allows us to remove serum, without compromising the subse-
quent development to the blastocyst stage.

Key words: Bovine oocytes, fetal calf serum, bovine serum albumin, polyvinylpyrrolidone.
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Introducciéon

La diferenciacién de los ovocitos es un pro-
ceso largo que comienza durante la vida fe-
tal y finaliza cuando el foliculo preovulatorio
alcanza la competencia completa para rea-
nudar la meiosis y lograr con éxito tanto la
maduraciéon nuclear como la citoplasmica
(Gosden et al., 1997).

Durante el periodo anterior al pico de LH y/o
durante el periodo comprendido entre el
pico de LH y la ovulacién, el ovocito es capaz
de responder a factores foliculares que de-
terminan su capacidad de desarrollo poste-
rior. Ademas durante este tiempo, bajo la in-
fluencia de factores aun desconocidos, los
ovocitos se someten a una serie de cambios
profundos en los que se ven involucrados
tanto el nucleo como el citoplasma (Eppig,
1996). Estos cambios son esenciales para la
formacién de un ovocito con capacidad para
su fecundacion y posterior desarrollo, y de-
ben de producirse de una manera sincré-
nica. La importancia de esta etapa de ma-
duracion in vitro (MIV) en la produccion de
embriones viene expresada por el hecho de
que los zigotos procedentes de maduracion
in vivo tienen una mayor competencia para
el desarrollo que los madurados in vitro (Van
de Leemput et al., 1999). También se ha visto
que las condiciones de MIV afectan a la capa-
cidad de desarrollo de los ovocitos y los em-
briones, ejerciendo una marcada influencia en
el estado de maduracion nuclear, la tasa de di-
vision y la tasa de blastocistos producidos (Ali
y Sirard, 2002; Watson et al., 2000; Rose y Ba-
vister, 1992). Durante la MIV los ovocitos son
sometidos a una serie de cambios citoplas-
maticos antes del inicio de la maduracion nu-
clear, lo que lleva a una competencia variable
del embrién resultante (Moor et al., 1990).
Ademas, se cree que la sintesis y almacena-
miento de ciertas formas de ARNm y proteinas
durante la MIV y las primeras fases de desa-
rrollo embrionario son necesarios para alcan-
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zar unas mayores tasas de desarrollo (Motlik
y Fulk, 1986; Thibault et al., 1987). También se
ha encontrado que la composicién del medio
de MIV altera los niveles de mRNA en los ovo-
citos (Watson et al., 2000).

La maduracién, fecundacién y posterior cul-
tivo in vitro (MIV, FIV y CIV) de ovocitos bo-
vinos pueden ser utilizadas para comprender
los factores que intervienen en la adquisicion
de la capacidad de desarrollo ovocitario. Por
esta razon, todos los productos de composi-
cion indefinida deberian de ser eliminados
de los medios de cultivo. A pesar de que el FCS
o la BSA suelen ser anadidos al medio como
un suplemento de proteinas para mejorar la
eficiencia de la MIV (Leibfried-Rutledge et
al., 1986) y reducir la tension superficial del
medio, los diferentes lotes de estos suple-
mentos pueden producir efectos muy varia-
bles durante el periodo de cultivo, que van
desde efectos altamente estimulantes a fuer-
temente inhibitorios del desarrollo (McKier-
nany Bavister, 1992; Ali and Sirard, 2002; Lim
etal., 2003). Ademas, estas fuentes de origen
biolégico incrementan del riesgo de conta-
minacion viral o priénica y pueden llegar a
provocar alteraciones o problemas durante el
desarrollo fetal (Sagirkaya et al., 2007). Oca-
na-Quero et al., (1999) encontraron un alto
numero de ovocitos diploides, cuando eran
madurados en presencia de altos niveles
(50%) de suero de vaca en celo (ECS).

Por lo tanto, la sustitucion de estas fuentes de
proteina por una macromolécula sintética y
no metabolizable, como puede ser el PVP o el
PVA (polivinil alcohol), facilita la posibilidad
de usar un medio de maduracién definido y
sin las variaciones entre lotes, estandarizan-
do la maduracién in vitro de embriones bo-
vinos. Sin embargo, no podemos olvidar que
las macromoléculas de origen no biolégico
también han demostrado ejercer una serie
de efectos secundarios en los embriones de
mamiferos. Orsi y Leese (2004) apreciaron un
efecto negativo del PVA en la tasa de blas-
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tocistos y en numero total de células, cuando
era utilizado en el CIV mientras que Ali y Si-
rard (2002) describieron un incremento sig-
nificativo en la tasa de produccién de blas-
tocistos, cuando los ovocitos eran madurados
en presencia de PVP40 (frente a los madura-
dos en BSA-V o PVA).

Por otra parte, debemos tener en cuenta que
las condiciones atmosféricas también afectan
a la produccion de embriones in vitro (PIV) y
la tension parcial de oxigeno usada normal-
mente en la PIV es mucho mas alta que las
condiciones existentes en los foliculos ovari-
cos, donde el oxigeno se difunde desde los
capilares a través de las capas de células de la
granulosa y se establece un gradiente de
concentracion desde la periferia del foliculo
al ovocito (Godsen y Byatt-Smith, 1986). A pe-
sar de eso, los resultados publicados usando
un 20% o un 5% de O, durante los pasos de
la PIV son controvertidos. Algunas investiga-
ciones demostraron que cuando los ovocitos
se maduran en condiciones de bajas tensio-
nes de oxigeno (5 a 10%) favorece el poste-
rior desarrollo embrionario (Kruip et al.,
2000; Hashimoto et al., 2000), pero también
hay experiencias que obtienen mejores re-
sultados cuando se emplea un 20% para ma-
durar los ovocitos in vitro (Oyamada y Fukui,
2004; Castro e Paula y Hansen, 2007). Para
complicar la discusion, ciertos estudios de-
muestran que los ovocitos madurados en pre-
sencia de elevados niveles de O, sufren las
consecuencias de las elevadas concentracio-
nes de sustancias oxigeno reactivas (ROS)
(Hashimoto et al., 2000) que provocan dafio
intracelular y son perjudiciales para el desa-
rrollo embrionario (Batt et al., 1991).

Por todo ello, el objetivo del presente trabajo
es dilucidar el papel de los suplementos de
proteina en la maduracién de ovocitos para
poder elaborar un medio de maduracién sim-
ple (fluido oviductal sintético (SOF)) con una
atmosfera con bajo contenido en oxigeno
(6%), ya que como se ha visto en trabajos an-
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teriores la concentracién de oxigeno en el
fluido folicular se encuentra entre un 5-14%
(Redding et al., 2006). Con este fin, se pro-
baron, bajo esas circunstancias, los efectos de
dos fuentes de proteina (FCS y BSA), asi como
la sustitucién de estas fuentes por una ma-
cromolécula sintética (PVP-40), evaluando la
tasa de division, el porcentaje de blastocistos
obtenidos, la tasa de eclosién y el niumero de
células de los blastocistos.

Material y métodos

Al menos que se especifique lo contrario, to-
dos los productos proceden de Sigma-Adrich
(St. Louis, MO, USA). Los medios de madura-
cion, fecundacién y cultivo fueron prepara-
dos con agua de calidad Milli-Q (18.2 MQcm),
esterilizados a través de filtros de acetato
de celulosa, de 0.20 pm Minisart® (Sartorius,
16534-K, Hannover, Alemania) y conservados
a4 °Cdurante un periodo maximo de dos se-
manas.

Obtencion de los ovocitos

Los ovarios procedian de hembras bovinas
adultas sacrificadas en un matadero comer-
cial de la provincia de Lugo y transportados
al laboratorio en un tiempo inferior a 90 min.
Los ovarios eran mantenidos a ~35 °C en 500
cc. de una solucion de NacCl al 9%, suplemen-
tada con un 10% de la solucién Antibiético-
Antimicético (penicilina G 10000 Ul/ml, sulfato
de estreptomicina 10 mg/ml, anfotericina B
25 pg/mil).

Los CCOs, fueron extraidos mediante aspira-
cién de los foliculos con un tamafio compren-
dido entre 2 y 6 mm, utilizando una jeringa de
10 ml y una aguja de 18 G, y depositados en
un tubo de fondo cénico de 50 ml (Falcon®
Franklin Lakes, NJ. USA). Solo se selecciona-
ron aquellos CCOs que presentaban un cu-
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mulo compacto, con tres o mas capas de cé-
lulas de la granulosa, un citoplasma homo-
géneo y sin signos de picnosis.

Posteriormente, los CCOs se lavaron tres ve-
ces en placas Petri (Nunc Roskilde, Dina-
marca) en medio SOF-Hepes, suplementado
con 4 mg/ml de PVP-40 y 50 ug/ml de genta-
micina.

Maduracién in vitro

Para llevar a cabo este estudio se emplearon
un total de 809 COCs divididos al azar, en tres
grupos, y cada uno de ellos fue madurado en
presencia de una macromolécula diferente:
FCS (n =271), BSA (n =272) y PVP-40 (n = 266).
El estudio se completé realizando 4 réplicas.

El medio de maduraciéon fue el mismo en to-
dos los casos, SOF-maduracién modificado
mediante la incorporacién de 1% de BME
EAA, 1% de MEM NEAA, 50 pg/ml de genta-
micina, 0.5 pg/ml de FSH, 10 pg/ml de hCG y
1 pg/ml de 17B-estradiol. Las diferencias en-
tre los tres grupos eran consecuencia de la
macromolécula incorporada: 1) 10% de FCS;
2) 8 mg/ml de BSA FAF o 3) 8 mg/ml de PVP-
40. La maduracion se llevo a cabo durante 24
horas, en grupos de 10 COCs en microgotas
de 50 pl, dispuestas bajo aceite mineral es-
pecifico para cultivo embrionario, a 38,5 °C
cultivados en una atmésfera con 5% CO,,
6% de O,y 89% de N, a 38,5 °Cy con la ma-
xima humedad relativa.

Fecundacién in vitro

Una vez completado el periodo de madura-
cion, los ovocitos fueron lavados tres veces en
medio SOF-Hepes. El medio de fecundacién
utilizado fue TL-Stock (Bavister y Yanagima-
chi, 1977), suplementado con 6 mg/ml de BSA
FAF, 0.2 mM de piruvato, 50 pg/ml de genta-
micina.

Para obtener los espermatozoides se descon-
geld una pajuela de 0,25 ml de semen de un
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mismo eyaculado, mediante inmersién en
agua a 38.5 °C durante 1 min. El contenido
de la pajuela fue depositado sobre un gra-
diente discontinuo de Percoll (Pharmacia,
Uppsala, Suecia) y centrifugado a 700 g du-
rante 30 min a temperatura ambiente.

En cada una de las gotas de fecundacion los
ovocitos se pusieron en cocultivo con los es-
permatozoides (2x 108 espermatozoides mo-
viles/ml) y ademas se les afadié heparina 2
pg/ml y PHE (penicilamina 20 pM, hipotau-
rina 10 yM, epinefrina 1 uM). El cultivo con-
junto de los espermatozoides y los ovocitos se
mantuvo durante 18 horas a 38,5 °C en una
atmosfera de 5% de CO, en aire y maxima
humedad relativa.

Cultivo in vitro

Al concluir el periodo de fecundacion, los
presuntos zigotos fueron extraidos de las go-
tas y liberados de las células del camulo me-
diante 2 min. de agitacién y sometidos a tres
lavados en SOF-Hepes suplementado con 4
mg/ml de PVP-40 y 50 ug/ml de gentamicina.
El medio utilizado para el cultivo fue SOF
modificado (Takahashi y First, 1992) suple-
mentado con un 5% de FBS, 0.3 mM de piru-
vato, 1 mM de L-glutamina, 1% de BME EAA,
1% de MEM NEAA, 10 ug/ml de insulina, 10
pg/ml de transferrina, 10 ng/ml de selenito
sodico, 50 pg/ml de gentamicina. El cultivo se
Ilevo a cabo en grupos de 15 zigotos en go-
tas de 50 pl que fueron preincubadas al me-
nos 12 horas antes de depositar los mismos. El
cultivo se mantuvo durante 10 dias a 38,5 °C
en una atmosfera por 5% CO,, 6% O,y 89%
N, y maxima humedad.

Evaluacion de resultados

Los estadios de desarrollo embrionario in vi-
tro fueron evaluados de la siguiente manera:
la tasa de division de los ovocitos a las 48 ho-
ras y el porcentaje de blastocistos (desde j6-



Cainzos et al. ITEA (2013), Vol. 109 (1), 25-32

venes a eclosionados) en los dias 7, 8 y tota-
les, y el porcentaje de blastocistos eclosiona-
dos, considerando el dia de fertilizacion
como dia cero (D0), de acuerdo con la clasi-
ficacion de la International Embryo Transfer
Society (IETS, Robertson y Nelson, 1998). En
una segunda fase del experimento se evaluo,
para cada uno de los tratamientos, el nu-
mero total de células por blastocisto, usando
el método de Pursel et al., (1985) basado en
la determinacion de nucleos, mediante la
tincién con Hoechst 33342 y posterior re-
cuento en microscopio de fluorescencia.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con el pro-
grama SPSS 17.0 (SPSS Inc. Chicago, lllinois),
comparando los valores obtenidos para cada
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una de las replicas de un mismo experimento,
mediante un test Chi-cuadrado, para excluir
posibles diferencias entre ellas, considerando
la existencia de significacién estadistica cuan-
do el valor de p<0.05

Resultados y discusion

Tras el andlisis de los datos hemos podido
comprobar que no hay diferencias estadisti-
camente significativas en la tasa de division
ni en el nimero de blastocistos obtenidos
(p<0,05) entre los tres tratamientos experi-
mentales tras 8 dias de cultivo.

Estos resultados difieren de los obtenidos por
Mingoti et al., (2009), los cuales, trabajando
también en bajas tensiones de oxigeno en

Tabla 1. Efecto de la suplementacién del medio de maduracion, con diferentes macromoléculas
(FCS, BSA, PVP) sobre las tasas de division, produccion de blastocistos
Table 1. Effect of suplement maduration medium, with differents macromolecules
(FCS, BSA, PVP) on divided zygote rates, embryo production

Blastocistos/ Oocitos en MIV

Tratamiento N N (%) Divisién N (%) Dia 7 N (%) Totales
FCS 271 197 (72.7) 44 (16.2) 61 (22.5)
BSA 272 183 (67.3) 38 (14.0) 64 (23.5)
PVP 266 190 (71.4) 41 (15.2) 66 (24.8)

MIV, obtuvieron unas tasas de produccién de
embriones menores que en este ensayo (22.5,
23.5y 24.8% para FCS, PVP y BSA), y ademas
encontraban diferencias significativas entre
los tres tratamientos, siendo el grupo suple-
mentado con FCS el que presentaba una ma-
yor tasa de desarrollo. Estas diferencias su-
ponemos que se debe al diferente medio base
empleado para la maduracién (SOF vs TCM-
199) y esta en concordancia con los resultados

obtenidos por Lonergan et al., (1994), que
trabajando con TCM-199 y SOF, encontraron
que la adicion de suero mejoraba la madu-
racion ovocitaria y el posterior desarrollo
embrionario cuando era afadido al TCM-
199 en comparacion con el uso de suero en
SOF. Del mismo modo, Aliy Sirard (2002) in-
dicaron que el efecto del FCS como suple-
mento proteinico durante la MIV depende
del medio de cultivo usado y, justifica la ne-
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cesidad de evaluar la macromolécula tam-
bién en funcion del medio base empleado. Se
ha trabajado con un medio de maduracién
de composicion definida basado en el em-
pleo de un medio de cultivo simple, el fluido
oviductal sintético (SOF), con el fin de evitar
continuos cambios en la concentraciéon de
iones, sustratos energéticos, pH y osmolari-
dad en las distintas etapas de la PIVy en una
atmosfera con bajo contenido en oxigeno
(6%). Ademas, la eliminacion de suplementos
de origen animal, FCS y BSA, permite reducir
al minimo los riesgos sanitarios.

Las tasas de division y produccion de blasto-
cistos del grupo de BSA son similares a los ob-
tenidos en ensayos previos, 67.3% y 23.5%
respectivamente, (Orsi y Leese, 2004). Tam-
bién se ha establecido que el uso de BSA como
Unica fuente de proteina durante la MIV de
ovocitos bovinos retardaba la maduracién nu-
clear y disminuia su capacidad de desarrollo,
en cuanto a la producciéon de moérulas y blas-
tocistos (Ali y Sirard, 2002). Sin embargo, en
nuestro ensayo estas diferencias entre gru-
pos para la division de los zigotos y la pro-
duccién de blastocistos no son significativas.

Tabla 2. Numero de células por blastocisto en
funcion de la suplementacion del medio
de maduracién
Table 2. Number of cells per blastocyst
according to maturation medium
supplementation

Maduracion Numero de células N
FCS 122 + 32 22
BSA 126 + 37 15
PVP-40 109 + 29 22

Si consideramos, al igual que Block et al.,
(2010) que el numero de células presentes en
el embrién es un factor condicionante sobre
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la competencia, en este punto tampoco en-
contramos diferencias significativas entre la
adicion de PVP-40, BSA'y FCS. Ademas el nu-
mero de células presentes en los embriones
no parece depender solo de las condiciones
de cultivo de los embriones, si no también
parece estar condicionado por las condicio-
nes de desarrollo previas. En este sentido, Sa-
girkaya et al., (2007) encontraron diferencias
estadisticas en el niumero de células por blas-
tocisto madurando los ovocitos en medio
con tres suplementaciones distintas, aun
cuando el medio de cultivo era el mismo. Por
lo tanto podemos afirmar, al igual que
Chung et al., (2007), que es posible la susti-
tucion de las fuentes tradicionales de prote-
ina por una macromolécula sintética (PVP-
40) para mantener tasas aceptables de
desarrollo embrionario a partir de ovocitos
bovinos madurados in vitro, y en concreto
usando un medio simple de condiciones
completamente definidas y en baja tension
de oxigeno. Sin embargo, hay que conside-
rar que el porcentaje de blastocistos obte-
nido tiene un valor relativo en su capacidad
para predecir la competencia para el des-
arrollo de los ovocitos, puesto que las alte-
raciones inducidas durante esta etapa pue-
den afectar al metabolismo celular o
modificar la expresién de algunos genes, y
estos efectos se manifestaran durante el des-
arrollo postimplantacional, neonatal e in-
cluso durante la vida adulta (Lane y Gardner,
1997 y 2003; Duranthon y Renard, 2001). Por
lo tanto son necesarios mas ensayos para
evaluar las tasas de apoptosis celular y la su-
pervivencia embrionaria, asi como realizar
transferencia a receptoras para evaluar la
fertilidad y posibles alteraciones en el des-
arrollo fetal ocasionado por la variacion de
estos factores en la MIV.

A la vista de los presentes resultados, pode-
mos concluir que la utilizacion de un medio
de maduracién simple (SOF) suplementado
con PVP, sin la presencia de proteinas de ori-
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gen animal, y en condiciones de baja tensiéon
de oxigeno, permite el desarrollo de los ovo-
citos bovinos, sin comprometer su posterior
evolucion hasta el estado de blastocisto.
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