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RESUMEN

El objetivo de este experimento fue investigar el efecto del
Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), durante la madura-
ción in vitro (MIV) de oocitos bovinos, sobre el desarrollo em-
brionario in vitro. Los oocitos fueron obtenidos por aspiración
de ovarios provenientes de vacas de matadero. Se seleccio-
naron 163 complejos oocitos-cumulus (COC´s), con tres o
más capas de células de la granulosa y fueron incubados du-
rante 24 horas en medios de maduración ovocitaria (OMM)
químicamente definidos, con los siguientes tratamientos: 1)
OMM modificado (T1); 2) OMM modificado suplementado con
10 ng/ml de EGF (T2); 3) OMM modificado suplementado con
suero fetal bovino al 10% (T3). Luego de la MIV, en cada me-
dio, los oocitos fueron incubados con espermatozoides (2 x
106/ml), durante 18 horas. Los oocitos fecundados fueron de-
nudados y cultivados in vitro hasta el estadio de blastocistos.
Los oocitos madurados en T2 y T3, presentaron una tasa de
división similar, pero significativamente mayor que los madu-
rados en T1 (P<0,05). La tasa de desarrollo hasta el estadio
de blastocisto fue similar en los oocitos madurados en T2 y
T3. Los oocitos madurados en T3 mostraron una mayor tasa
de desarrollo hasta blastocisto en comparación con T1

(P<0,01). EGF en medios químicamente definidos induce una
tasa de división y desarrollo hasta blastocisto similar a la ob-
tenida con suero fetal bovino al 10%, representando una al-
ternativa en la maduración de oocitos para la producción in
vitro de embriones bovinos.

Palabras clave: Epidermal growth factor, fecundación in vitro,
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ABSTRACT

The aim of this experiment was to research the effect of Epi-
dermal Growth Factor (EGF) during in vitro maturation (IVM) of
bovine oocytes on the development of bovine embryos in vitro.
The oocytes were recovered from ovaries of slaughtered cows.
An IVM media containing serum was compared with chemically
defined medias. As a result, 163 Cumulus oocyte complexed
(COC´s)were selected , with three or more layers of granulosa
cells, and were incubated for 24 hours in one of the three
maturation medias: 1) Modified OMM (T1); 2) Modified OMM
supplemented with 10 ng/ml of EGF (T2); 3) Modified OMM
supplemented with 10% of fetal bovine serum (T3). Following
IVM, COC´s were inseminated with 2x106 spermatozoa / ml.
After 18 hours of gamete coincubation, presumptive zygotes
were denuded and placed in culture until the blastocyst stage.
Cleavage rates were similar in T2 and T3 , but significantly
greater than in T1 (P<0.05). Addition of EGF during in vitro
maturation (T2) did not yield more blastocyst compared to the
other treatments. None the less, T3 (with serum) had a greater
yield of blastocysts compared with T1 (P<0.01). Results in this
study show that the addition of EGF to chemically defined me-
dia produces similar cleavage rates and blastocyst yields to
those obtained when using serum during IVM, representing an
alternative for in vitro production of bovine embryos.

Key words: Epidermal growth factor, in vitro fertilization,
maturation of oocytes, bovine.

INTRODUCCIÓN

La producción de embriones in vitro representa una al-
ternativa dentro de las estrategias para el mejoramiento repro-
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ductivo y genético en la ganadería bovina [5]. Distintos medios
de cultivo con bicarbonato o HEPES y suplementados con
suero fetal bovino, gonadotropinas y/o hormonas esteroidales,
han sido ampliamente usados para estudiar la maduración in
vitro [5, 15]. Las condiciones de cultivo durante la maduración
in vitro (MIV) de oocitos bovinos pueden influir significativa-
mente sobre la tasa de fecundación in vitro y el subsecuente
desarrollo embrionario [26].

Los oocitos bovinos inmaduros recuperados de folículos
con un diámetro menor a los 6 mm son capaces de reanudar
la meiosis (maduración nuclear) en ausencia de suero [34]; sin
embargo, la tasa de fecundación y el desarrollo embrionario es
mayor cuando el medio de maduración contiene suero [19,
37]. Los medios químicamente definidos, han sido utilizados
para determinar el efecto de la FSH y de los factores de creci-
miento sobre la MIV de oocitos bovinos [13, 17] y en la carac-
terización bioquímica de los efectos hormonales sobre el me-
tabolismo del oocito durante la MIV [38]. Los medios no defini-
dos (conteniendo suero, albúmina u otros productos de origen
biológico) obstaculizan la medición de los efectos de diversos
factores sobre el desarrollo embrionario in vitro debido a la
presencia de agentes desconocidos en estos productos bioló-
gicos. Además, estos medios no son recomendables para ser
utilizados debido al temor de que contengan contaminantes y
agentes infecciosos [6].

Algunos factores de crecimiento y citoquinas, actúan
como reguladores intraováricos in vivo [2, 10]. A nivel folicular,
la acción de las gonadotropinas es modulada por factores de
crecimiento producidos localmente que actúan en forma auto-
crina y paracrina [4]. EGF ha sido encontrado en folículos
preantrales y antrales pequeños de hámster [11]. Este factor
de crecimiento estimula la síntesis de ADN y la proliferación de
células de la granulosa en la cerda e inhibe su diferenciación
[22], también acorta el tiempo requerido para la ruptura de la
vesícula germinal, promoviendo la reanudación de la meiosis.

Ha sido reportado que las células del cúmulus y de la gra-
nulosa tienen receptores para EGF [7, 29, 32, 35] e IGF-I [30,
31]. EGF intrafolicular puede actuar como un factor proliferante
sobre las células de la granulosa [3] y el IGF-I es uno de los fac-
tores de crecimiento más importantes en la fisiología ovárica
para el control de la folículogénesis in vivo [23], la proliferación y
diferenciación de las células de la granulosa in vitro [2].

Estos factores de crecimiento están presentes no solo
en el fluido folicular sino también en el suero, el cual contiene
muchos otros factores de crecimiento. De tal manera que el
efecto de los factores de crecimiento debe ser probado en sis-
temas de cultivo libres de suero. Trabajos previos han sugeri-
do una influencia positiva de EGF durante la MIV de oocitos
bovinos sobre la tasa de división post-fecundación y el subse-
cuente desarrollo embrionario [12].

Harper y Brackett [14] concluyeron que la combinación
de EGF con bajas concentraciones de gonadotropinas durante
la MIV de oocitos bovinos rodeados por células del cúmulus,

mejoró el desarrollo hasta blastocistos, mientras que EGF en
ausencia de gonadotropinas no logró mejorar el porcentaje de
oocitos que alcanzaron la maduración nuclear. Además, otros
investigadores han reportado que la suplementación con EGF
en el medio de maduración, mejora la capacidad de desarrollo
de oocitos bovinos después de la fecundación [18, 20]. Adicio-
nalmente, ha sido observado que la presencia de IGF-I en el
medio de MIV incrementa el número de mórulas y blastocistos
[16]. Medios de maduración de oocitos conteniendo IGF-I y/o
EGF estimulan la expansión del cúmulus y promueven la ma-
duración nuclear in vitro de oocitos bovinos rodeados por célu-
las del cúmulo [21, 25, 27, 28].

Los objetivos del presente experimento fueron:

1. Determinar el efecto del EGF en medios químicamente
definidos conteniendo IGF-I y FSH durante la MIV de ooci-
tos bovinos sobre la tasa de división y desarrollo hasta
blastocistos.

2. Comparar las tasas de división y desarrollo hasta blasto-
cistos, de oocitos madurados en medios químicamente
definidos, suplementado con EGF, y en medios contenien-
do suero fetal bovino al 10%.

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de ovarios

Los ovarios fueron obtenidos en un matadero en Caroli-
na del Sur-E.U.A., y fueron transportados al laboratorio (Geor-
gia-E.U.A) por vía aérea, con un intervalo de tiempo de aproxi-
madamente 2 horas hasta su llegada, mantenidos a tempera-
tura ambiente, hasta su aspiración. Al llegar al laboratorio los
ovarios fueron lavados con agua a una temperatura de 37°C
para remover la sangre y otros residuos.

Aspiración folicular y selección de oocitos:

Sólo se aspiraron folículos claros y transparentes entre 2 y
5 mm de diámetro con agujas de 18 g acopladas a jeringas de
10 ml. El fluido folicular conteniendo los COC´s fue inmediata-
mente colocado en envases de plástico de 50 ml, protegidos de
la luz. Este procedimiento fue llevado a cabo a 25-27°C durante
2 horas aproximadamente. La subsiguiente manipulación de los
COC´s fue realizada a 38,5°C. El recipiente conteniendo el fluido
folicular fue mantenido verticalmente durante 15 minutos para
concentrar los COC´s en el fondo del mismo por efecto de grave-
dad. Luego se tomó 1 ml del fondo del tubo, y se colocó en una
placa de petri cuadriculada con 5 cc de OMM, para realizar la
búsqueda de los COC´s. Únicamente fueron seleccionados
aquellos COC´s que presentaban un citoplasma homogéneo y
cubiertos por tres o más capas de células del cúmulus [36].

Maduración in vitro

El medio base para este experimento fue el medio de
maduración de oocitos (OMM), químicamente definido, conte-
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niendo 9,8 mg/ml de TCM199 (SIGMA-E.U.A.); 1,0 mg/ml de
alcohol polivinílico; 2,38 mg/ml HEPES (10 mM); 0,05 mg/ml
de piruvato de sodio; 0,05 µg/ml de sulfato de gentamicina; 0,1
mM de cisteamina; 0,25 mM de L-cisteina; 0,036 mg/ml de L-
glutamina y 2,2 mg/ml de bicarbonato de sodio. Adicionalmen-
te el OMM contenía hormona folículo estimulante (FSH, 1
U.I/ml) e IGF-I (5 ng/ml). El OMM poseía una osmolaridad en-
tre 280 y 300 mOsm/L y fue ajustado a un pH de 7,25.

Los COC´s fueron asignados aleatoriamente a los si-
guientes tratamientos aplicados durante la MIV: T1 (n=72):
OMM modificado; T2 (n=45): OMM modificado suplementado
con EGF (10 ng/ml) ó T3 (n=46): OMM suplementado con sue-
ro fetal bovino al 10%. Los COC´s fueron colocados en grupos
de 15 a 20 en cada gota de 100 µl de OMM conteniendo los
tratamientos mencionados anteriormente. La incubación para
MIV fue llevada a cabo bajo aceite de parafina filtrado, en una
atmósfera controlada a 38,5°C, saturada de humedad, protegi-
das de la luz y bajo 5% de O2, 5% de CO2 y 90% de N2, du-
rante 24 horas [15].

Preselección y capacitación espermática

Los espermatozoides vivos fueron seleccionados me-
diante la técnica de swim-up [24]. Para llevar a cabo esta téc-
nica fueron utilizados tubos de plástico de 3 ml conteniendo
1,5 ml de medio definido modificado (mDM) con cafeína (1
mg/ml) a cada uno de los cuales se adicionó en el fondo 110 µl
de semen de un toro raza Brahman, de fertilidad comprobada
e incubados durante 45 minutos, en ángulo de 45° en la at-
mósfera mencionada anteriormente.

Después del swim-up, fueron tomados 850 µl del medio
sobrenadante que cubría el pellet de semen de cada uno de
los tubos y colocados en un tubo de plástico de 10 ml para ser
centrifugados durante 10 minutos a 320 g. Los espermatozoi-
des contenidos en el pellet del fondo del tubo fueron capacita-
dos usando 200 µg/ml de heparina y colocados en incubación
durante 15 minutos.

Fecundación y cultivo in vitro

La fecundación fue llevada a cabo colocando una dosis
de 200.000 espermatozoides mótiles por gota de 100 µl
(2x106espermatozoides/ml) de mDM sin cafeína, conteniendo
20 COC´s durante 18 horas. Posterior a la fecundación, los
COC´s (presuntos cigotos) fueron denudados (separación de
las células del cúmulus) y colocados en medio de fluido ovi-
ductal sintético rico en glutamina (g-SOF), pero carente de glu-
cosa y citrato, durante los primeros 3 días de incubación. La
tasa de división evaluada a las 72 horas (día 3 post-insemina-
ción), fue definida como número de embriones que alcanzaron
el estadío de 4 o más células del total de COC´s puestos a fe-
cundar, expresada en porcentaje. Posteriormente dichos em-
briones fueron incubados durante 72 horas (del día 4 al 6
post-inseminación) en un medio de fluido oviductal sintético
rico en citrato y glucosa (c-SOF), pero sin glutamina. Final-

mente los embriones fueron cultivados en OMM (días 7-8)
para evaluar la tasa de desarrollo hasta blastocisto, definida
como el número de blastocistos obtenidos en base al número
total de COC´s sometidos a la fecundación, expresada en por-
centaje.

Los datos fueron analizados usando PROC WEIGHT y
la prueba de Chi-cuadrado del paquete estadístico Statistical
Analysis System (SAS), versión 6.03 [33].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En la TABLA I se presenta el efecto de los factores de
crecimiento sobre la tasa de división. Los COC´s madurados en
OMM modificado, suplementado con EGF (T2), presentaron si-
milar tasa de división que los madurados en OMM modificado
más suero fetal bovino al 10% (T3), pero significativamente ma-
yor a la presentada por los oocitos madurados en medios quí-
micamente definidos en ausencia de EGF (T1) (P<0,05).

La tasa de desarrollo hasta blastocisto fue significativa-
mente inferior en los oocitos madurados en T1 en comparación
con aquellos madurados en medio conteniendo suero fetal bo-
vino al 10%. La suplementación del medio de maduración con
EGF (T2) mejoró la tasa de desarrollo hasta blastocisto, siendo
similar a la encontrada en el suero (T3). (TABLA II).

Similares hallazgos han sido reportados por Abeydeera
y col. [1], quienes incubaron (MIV) oocitos porcinos en
TCM199; TCM199+EGF y Medio de Fluido Folicular (FF) al
10%, encontrando diferencias significativas en cuanto a la
tasa de fecundación (P<0,01) entre los tres medios, con valo-
res de 52, 60 y 69%, respectivamente. Los oocitos madura-
dos en TCM199 sin EGF presentaron la más baja tasa de de-
sarrollo hasta blastocisto (22%), siendo similar entre los gru-
pos TCM+EGF y Fluido folicular al 10% (37%). Los blastocis-
tos presentaron un mayor numero de células cuando los ooci-
tos fueron madurados en TCM+ EGF (P<0,01), indicando que
el EGF incrementa la capacidad de desarrollo de los oocitos
porcinos madurados en un medio de cultivo libre de proteína.

Un estudio realizado por Sakaguchi y col. [27] reveló que
la maduración de oocitos en medios suplementados con facto-
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TABLA I
EFECTO DE EGF Y SUERO DURANTE LA MADURACIÓN

IN VITRO DE OOCITOS BOVINOS SOBRE LA TASA
DE DIVISIÓN

Tratamientos COC´s
n.

Tasa de división
n                      %

T1 72 18 25,0a

T2 45 19 42,2b

T3 46 21 45,7b

a,b valores en columnas con diferentes superíndices difieren
significativamente (P<0,05).



res de crecimiento IGF-I y EGF aceleró la progresión de la
meiosis y cuando fueron fecundados solo aquellos oocitos con
extrusión del primer cuerpo polar, no fue afectada la tasa de
fecundación y subsecuente desarrollo hasta blastocisto. Es de-
cir, la tasa de división embrionaria y el desarrollo hasta blasto-
cistos de los oocitos con el primer cuerpo polar extrusionado
(únicos sometidos a la fecundación) no fue afectada por los
tratamientos con factores de crecimiento en el medio de madu-
ración. Estos resultados difieren de los encontrados en el pre-
sente estudio, posiblemente debido a que en este experimento
fueron sometidos a la fecundación todos los oocitos (aparente-
mente madurados con expansión de las células del cúmulus)
independientemente de la extrusión o no del primer cuerpo po-
lar (maduración nuclear).

Otros investigadores han reportado que la suplementa-
ción con EGF en el medio de maduración mejoró la capacidad
de desarrollo de oocitos bovinos después de la fecundación
[18, 20]. Harper y Brackett observaron que la combinación de
EGF con bajas concentraciones de gonadotropinas durante la
maduración in vitro de oocitos bovinos rodeados por células
del cúmulus, mejoró el desarrollo hasta blastocisto [14]. Gra-
zul-Bilska y col. [8] trabajando con oocitos ovinos madurados
con o sin EGF, en presencia de suero, encontraron que EGF
incremento el numero de blastocistos. Aun cuando no fueron
encontradas diferencias entre ambos grupos en la tasa de fe-
cundación. Estos resultados apoyan la tesis de otros autores
[8, 9] que afirman que factores tales como EGF adicionados a
los medios de maduración optimizan las condiciones de madu-
ración y la formación de blastocistos.

CONCLUSIONES

EGF en medios químicamente definidos produce una
tasa de división y desarrollo hasta blastocisto similar a la obte-
nida con suero fetal bovino al 10%, representando una alterna-
tiva en la maduración de oocitos para la producción in vitro de
embriones bovinos. Son requeridos más estudios sobre el
efecto de los factores de crecimiento en la producción in vitro
de embriones para aclarar los mecanismos mediante los cua-
les estos mejoran el desarrollo embrionario.
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