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CuLture MEebpiA (KSOMaa anD SOF) oN IN vITRO FERTILIZATION OF BovINE OOCYTES
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RESUMEN

Se evalug el efecto de la cisteamina en el medio de maduracion sobre la tasa de
division posfecundacion y el efecto de los medios de cultivo KSOMaa y SOF sobre la
tasa de desarrollo embrionario in vitro hasta los 8 dias posfecundacion. Se utilizaron 680
ovocitos procedentes de ovarios de hembras bovinas distribuidos al azar en dos trata-
mientos: T, (n=321) medio de maduracion TCM-199 y T_(n=359) medio de maduracion
TCM-199 adicionado con cisteamina 100 mM. Los ovocitos fueron fecundados a las 24 h
con semen congelado de un solo toroy cultivados en medio KSOMaa por 18 h, evaluan-
dose la tasa de division 72 h después. En la segunda fase, luego del primer cultivo, ambos
grupos se subdividieron en dos grupos, donde el primero se cultivé con medio KSOMaa
y el segundo con medio SOF hasta el dia 8 posfecundacidn. Los resultados de la primera
fase indican una tasa de divisién de 43.6% para el grupo control y 46.0% para el grupo
suplementado con cisteamina, sin encontrar diferencia significativa. En la fase 2, se
obtuvo una tasa de 18.0% de blastocistos para el tratamiento TCM-199 + KSOMaa y
20.9% para TCM-199 ¢/ cisteamina + KSOMaa (p<0.05), y 15.8% para TCM-199 + KSOMaa
y SOF y 18.7% para TCM-199 ¢/ cisteamina + KSOMaay SOF (p<0.05). Los resultados
indican que la adicién de cisteamina al medio de cultivo mejor6 la tasa de desarrollo
embrionario in vitro hasta el estadio de blastocisto en ovocitos madurados en medio
TCM 199, no habiendo diferencias por el uso de los medios de cultivo.
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ABSTRACT

The effect of the cysteamine in maturation medium on the oocyte cleavage rate and
the effect of culture media KSOMaa and SOF on in vitro embryo development rate at 8
days post-fertilization was evaluated. A total of 680 oocytes from cattle ovaries were
randomly distributed in two treatments: T1 (n=321) maturation medium TCM-199 and T2
(n=359) maturation medium TCM-199 supplemented with 100 mM cysteamine. Oocytes
were fertilized after 24 h with frozen semen from a single bull and cultured in KSOMaa for
18 h and the fertilization rate was assessed 72 h after division. In the second phase, after
the first culture, both groups were cultivated using two culture media: KSOMaa and SOF
until day 8 post-fertilization. The results of the first phase showed a cleavage rate of
43.6% for the control group and 46.0% for the cysteamine supplemented group, without
difference between groups. In phase 2, the blastocyst rate was 18.0% for the TCM-199 +
KSOMaa and 20.9% for TCM-199 with cysteamine + KSOMaa (p<0.05), and 15.8% for
TCM-199 + KSOMaa and SOF and 18.6% for TCM-199 with cysteamine + KSOMaaand
SOF (p<0.05). The results indicated that the addition of cysteamine to the culture media
improved the in vitro embryo development rate to blastocyst in oocytes cultured in
maturation medium TCM-199, and without differences due to the KSOMaa and SOF.
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INTRODUCCION

El éxito de la fecundacion in vitro resi-
de en la tasa de embriones lograda, de alli
que se busca optimizar los factores que afec-
tan su rendimiento, como pueden ser el efec-
to de las especies reactivas al oxigeno (ROS)
producidas durante el metabolismo del ovocito
y las condiciones del medio de cultivo en la
etapa de division del zigoto y desarrollo a
blastocisto (Correa et al., 2008).

Se ha podido determinar que la adicion
de cisteamina al medio de maduracion de
ovocitos bovinos incrementa los niveles de
glutation intracelular (Yoshida, 1993), el cual
tiene entre sus funciones la proteccion de las
células contra el dafio oxidativo (Del Corso
et al., 1994). Asimismo, la cisteamina se en-
cuentra en el fluido del tracto reproductor de
la hembra, por lo que debe tener un rol en el
desarrollo embrionario (Gardiner et al., 1998).

Las condiciones de cultivo pueden in-

terferir en el desarrollo normal del embridn,
deteniendo la division embrionaria y bloquean-
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do el cuarto o quinto ciclo celular (Warzych
et al., 2007) o alterando las membranas de
los blastémeros (Pomar et al., 2005). Esta
deficiencia esta directamente relacionada con
la competencia para el desarrollo de los em-
briones en estadio de blastocisto, por lo que
se requiere continuar evaluando medios de
cultivo que permitan incrementar la eficien-
cia en la obtencion de blastocistos durante
los procedimientos de cultivo de embriones
bovinos.

El presente estudio, tuvo como objetivo
evaluar el efecto de la suplementacion del
medio de maduracion con cisteamina sobre
la tasa de division post fecundacion y evaluar
dos medios de cultivo sobre el desarrollo
embrionario in vitro de ovocitos bovinos.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron ovarios de bovinos bene-
ficiados en un centro de sacrificio local, ubi-
cado en el distrito de Ate, Lima, Perd, entre
los meses de junio a agosto de 2012. Los ova-
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rios fueron colectados en un termo conte-
niendo solucion salina (0.9%), suplementada
con una solucién de penicilina y
estreptomicina en solucion (Sigma P4333).
La solucién salina fue preparada con 9 g de
cloruro de sodio (Sigma S5886) diluida en
1000 ml de agua estéril y mantenida a una
temperatura inicial de 37 °C hasta el trans-
porte al Laboratorio de Reproduccion Ani-
mal de la Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos, Lima.

En el laboratorio, los ovarios fueron la-
vados con solucion salina. Luego se proce-
di6 a la coleccion de los complejos cimulo-
ovocitos (CCOs) fueron obtenidos mediante
aspiracion de foliculos >7mm (De Wit et al.,
2000). Con la ayuda de un estereomicros-
copio (400x), se procedié a la busqueda y
seleccion de ovocitos con citoplasma homo-
géneo finamente granulado y uniforme, el
cual debe llenar el espacio delimitado por la
zona peldcida (Bertoldo et al., 2010). Los
ovocitos recuperados fueron colocados en
solucion de lavado pre-maduracion, compues-
ta de TL-Hepes (Sigma H4034) y suplemen-
tada con 6 mg/ml de polivinilpirrolidona (PVP)
(Sigma P0930), 100 mM de piruvato sddico
(Sigma P5280), y luego fueron colocados en
el medio de maduracion compuesta de TCM-
199 (Sigma M2520), suplementada con 10%
suero fetal bovino (v/v), 100 mM piruvato
sodico, 5 mg/m gentamicina (Sigma G1264),
20 mg/ml de FSH (hormona foliculo estimu-
lante), 10 pg/ml hCG y 1 mg/ml de estradiol
(Sigma E2758). Ademas, se adicioné 100 mM
de cisteamina al tratamiento 2. Los ovocitos
fueron sometidos a maduracion bajo condi-
ciones de 39 °C, 5% de CO, y humedad
maxima, en gotas de 40 ul cubiertas de acei-
te y colocadas en una placa petri.

Cumplidas las 24 horas de maduracion,
los ovacitos fueron retirados de las gotas de
cultivo y colocados en el medio de fecunda-
cion, en gotas de 40 pl cubiertas de aceite y
colocadas en una placa petri bajo condicio-
nes similares al proceso de maduracién por
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espacio de 1 h, para luego proceder a la fe-
cundacion con espermatozoides de bovino.

Para efectos de la fecundacion, se utili-
z6 semen procedente de un solo toro. La
pajuela de semen fue descongelada en bafio
maria a 37 °C por 45 s. Se coloc6 en una
gradiente de Percoll (90/45), se centrifugo por
10 min a 600 g, se retird el sobrenadante, y
se volvi6 a reconstituir con 5 ml de TL-
HEPES (Sigma H4034). Se centrifug6 nue-
vamente por 5 min a 300 g, se decanté el
sobrenadante y el pellet fue reconstituido con
30 ul de TL-Stock.

Se coloc6 2 pl de la solucién de
espermatozoides, PHE (penicilamina [P4875],
hipotaurina [H1384] y epinefrina [E1635]) y
heparina 2% para lograr la fecundacion de
los ovacitos. Luego de 18 horas de co-cultivo
de gametos, se colocaron los presuntos zigotos
en viales de 2 ml para retirar el cumulus. Con
el apoyo del estereoscopio, los ovocitos des-
nudos fueron lavados, colocados en gotas de
580 ul cubiertas de aceite mineral, que fue-
ron preparadas e incubadas por un minimo
de 12 h a 39 °C y 5% de CO, previo a la
colocacion de los presuntos zigotos.

Los presuntos zigotos fueron separados
segun el grupo de estudio correspondiente
(con y sin cisteamina) y colocados en medio
KSOMaa (potassium simplex optimization
medium) por 72 h en una estufa bajo una
mezcla de gases de 5% de oxigeno, 5% de
CO, y 90% de nitrogeno a 39 °C y humedad
relativa maxima. Luego, se evalud la tasa de
division posfecundacion de cada grupo en
base al nimero de zigotos y el total de
ovocitos cultivados.

Segundo Cultivo

Se prepararon gotas de 40 ul de medio
SOF (synthetic oviductal fluid) cubiertas con
aceite mineral para los grupos 2 y 4, y de
medio KSOMaa para los grupos 1y 3. En
ambos casos, las gotas fueron pre-incubadas
por al menos 12 h a 39 °C y 5% de CO,.
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Cumplidas las 72 h, los zigotos fueron retira-
dos, lavados y colocados en las gotas res-
pectivas. Los medios de cultivo SOF y
KSOMaa fueron renovados cada 72 horas,
retirando el medio y colocando un nuevo
medio en cada gota.

Los zigotos permanecieron hasta el dia
ocho posfecundacion en estas gotas dentro
de una cdmara individual con una mezcla de
gases de 5% de O,, 5% de CO, y 90% de
nitrégeno a 39 °C y humedad relativa maxi-
ma.

Desarrollo Embrionario

Se evalud cada gota de cada tratamien-
to a los ocho dias de la fecundacion para ob-
servar los blastocistos y determinar la tasa
de desarrollo embrionario, en base a los
blastocistos observados del total de ovocitos
cultivados.

En sintesis, los ovocitos fueron distribui-
dos en los siguientes grupos:

G1 (n=156): Maduracién TCM 199 + Culti-
vo KSOMaa

G2 (n=165): Maduracién TCM 199 + Culti-
vo KOMaa + SOF

G3 (n=182): Maduracién TCM 199 +
Cisteamina + Cultivo KSOMaa

G4 (n=177): Maduracién TCM 199 +
Cisteamina + Cultivo KSOMaa + SOF

Andlisis Estadistico
Los resultados se evaluaron mediante

comparacion de proporciones con la prueba
de Chi cuadrado.

REsuLTADOS

En el Cuadro 1 se muestra la tasa de
divisién de los ovocitos madurados sin adi-
cion de cisteamina (G1 y G2) y con adicion
de cisteamina (G3 y G4) en el medio de ma-
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duracion. No se encontr6 diferencia estadis-
tica entre tratamientos.

El Cuadro 2 muestra la tasa de
blastocistos en el dia ocho posfecundacion
luego de ser cultivados con o sin cisteamina
en KSOMaa como Unico medio o con SOF.
Las mejores tasas de fecundacion se obtu-
vieron con la adicion de cisteamina, indepen-
dientemente del medio utilizado.

Discusion

La inclusion de cisteamina en el medio
de maduracion no tuvo un efecto bioldgico
significativo en la tasa de division
posfecundacion (Cuadro 1), pero fue impor-
tante cuando la evaluacién abarco la tasa de
desarrollo embrionario hasta el estadio de
blastocisto (Cuadro 2, p<0.05).

Los resultados pueden explicarse si se
considera que la fase de maduracién de
ovocitos bajo condiciones in vivo requiere un
mayor periodo de tiempo que las 24 horas
utilizadas bajo condiciones in vitro. Los even-
tos fisioldgicos que se desarrollan a partir del
proceso de seleccion folicular permiten que,
en el caso de bovinos, solo uno continte con
su desarrollo hasta alcanzar el estadio de fo-
liculo dominante, mientras que el resto que-
dan relegados a la atresia folicular por un pro-
ceso de apoptosis. Asi, en la maduracion in
vitro, si bien se dan ciertas condiciones (oxi-
geno, temperatura, pH, gases, etc.) para que
un mayor porcentaje alcance la metafase II,
no se logra proporcionar todas las condicio-
nes requeridas (Greenwood y Gautier, 2005)
y llegan a ocurrir fallas en la cadena respira-
toria (Cadenas y Davies, 2000) que favore-
cen la produccion de altos niveles de ROS.
Esto, sumado a la alteracion en la dindmica
de distribucion y funcién mitocondrial, des-
encadena la apoptosis en distintas etapas del
desarrollo y el bloqueo de embriones en el
cuarto ciclo celular (Serrano y Olivera-An-
gel, 2003).
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Cuadro 1. Efecto de la adicion de cisteaminaen la tasa de divisién de ovocitos de bovino a

las 72 horas posfecundacion

Ovocitos divididos

Tratamiento NUmero de ovocitos

(n) (%)
TCM-199 321 140 43.6
TCM-199 + cisteamina 359 165 46.0

Cuadro 2. Efecto de la adicion de cisteamina y del medio de cultivo sobre la tasa de
blastocistos de bovino en el dia ocho posfecundacion

NUmero de Blastocistos
Tratamiento ovocitos

cultivados (n) (%)
TCM-199 + KSOMaa 156 28 18.0°
TCM-199 + KSOMaay SOF 165 26 15.8%
TCM-199 c/ cisteamina + KSOMaa 182 38 20.9°
TCM-199 c/ cisteamina + KSOMaa y SOF 177 33 18.6"

b guperindices diferentes presentan diferencia estadistica (p<0.05)

Diversos estudios sugieren que esta
apoptosis se deberia a la expresion de genes
proapopt6ticos como el NF8B (Takada et al.,
2003) y p53 (Velez-Pardo et al., 2007); sin
embargo, estos han sido encontrados en dis-
tintas etapas embrionarias y en embriones
competentes. Por otro lado, se ha demostra-
do que el blogueo de las caspasas resulta
nocivo para el embridn, aunque no esté claro
el mecanismo de accion (Zakeri et al., 2005).

La tasa de division posfecundacion no
fue afectada por la adicion de cisteamina.
Esto podria deberse a que el medio emplea-
do en la maduracion, TCM 199, contiene una
cantidad pequefa de glutation (GSH) y de su
precursor, la cisteina. La presencia de esta
cantidad de GSH podria ser suficiente para
proteger a los ovocitos del estrés oxidativo y
la cisteina seria capaz de mantener un buen
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nivel de sintesis de GSH durante la madura-
cion in vitro (Luvoni et al., 1996).

La inclusion de cisteamina en el medio
de maduracién permite almacenar altos ni-
veles de GSH intracelular, permaneciendo
estos a manera de reserva para la proteccion
del embrién hasta el estadio de blastocisto
(De Matos et al., 1996). Niveles elevados de
GSH permanecen en los ovocitos tras la ma-
duracion hasta el estadio del embrién de ocho
células, previo al bloqueo del desarrollo em-
brionario temprano y expresion del genoma,
actuando como tampdn metabdlico eliminan-
do los agentes oxidantes (Memili y First,
2000). En el presente estudio se comprobo
que la adicion de cisteamina en el medio de
maduracién increment6 la produccion de
blastocistos bovinos, como ya fuera demos-
trado por De Matos et al. (1996).
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En los estadios mas tempranos (embrio-
nes de 1-2 células) se utiliza el piruvato o el
lactato mas no la glucosa, ya que esta no es
bien aprovechada por el embrion en esos es-
tadios (Takahashi y First, 1992). El piruvato
y el lactato son componentes importantes en
el medio KSOMaa. Por otro lado, la glucosa
es utilizada por el embrién a partir del estadio
de ocho células hasta el estadio de blastocisto
(Rieger et al., 1992), y esta sustancia se en-
cuentra en mayor proporcion en el medio
SOF. No obstante, en el presente estudio no
se hall6 diferencia estadistica en la tasa de
blastocisto entre los tratamientos de
KSOMaa como Unico medio de cultivo y el
tratamiento de KSOMaa para estadios
tempranos y medio SOF hasta blastocisto,
debido probablemente a que las cantidades
de piruvato, glucosa y lactato fueron suficien-
tes para el desarrollo del embrion.

Por altimo, en relacién a los aminoacidos,
aungque se encuentran en mayor proporcion
en el medio KSOMaa que en el medio SOF,
es posible que a partir de la compactacion
del embridn, este presente un epitelio trans-
portador y, por lo tanto, pueda regular su
ambiente interno y el pH (Anbari y Schultz,
1993; Edwards et al., 1998). Esto sugiere que
la concentracion de aminoéacidos no es de-
terminante para su utilizacion en la etapa pos-
terior a la compactacion.

CONCLUSIONES

La adicién de cisteamina al medio de
cultivo mejord la tasa de desarrollo embrio-
nario in vitro hasta el estadio de blastocisto
en ovocitos bovinos madurados en medio
TCM 199.
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