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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del factor de
crecimiento epidermal (EGF) sobre la tasa de maduracién de
ovocitos bovinos cultivados in vitro en un medio de maduracion
quimicamente definido. Se utilizaron 484 ovocitos de ovarios re-
colectados de hembras en matadero, siendo el medio base TCM
199 suplementado con piruvato de sodio, 17 3 estradiol y genta-
micina (Medio control). Se conformaron cuatro tratamientos al
azar: T1: Controlsin EGF; T2: control mas 1ng de EGF; T3: con-
trol mas 10 ng de EGF y T4: control mas 50 ng de EGF. Los re-
sultados indican que hubo diferencia significativa (P<0,05) del
EGF sobre la proporcién de ovocitos, encontrandose mayor pro-
porcién de ovocitos que alcanzaron el estado de metafase Il en
el tratamiento con 50 ng/mL de EGF (73%), seguido por 10
ng/mL (54,2%) y con 1 ng/mL de EGF (32,3%). No obstante, en-
tre el medio control y el suplementado con 50 ng/mL de EGF no
se encontraron diferencias significativas (70,3 -73%, respectiva-
mente), indicando que ambos medios favorecen la maduracion
de ovocitos. En conclusion, la suplementacion del medio de ma-
duracién quimicamente definido no demostr6é algun efecto esti-
mulatorio del EGF sobre el porcentaje de metafase Il a partir de
ovocitos bovinos recuperados de ovarios post mortem.

Palabras clave: Factor de crecimiento epidermal, maduracion
in vitro, ovocitos.

ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the effect of epidermal

growth factor (EGF) on the rate of maturation of bovine oo-
cytes cultured in vitro in a chemically defined maturation me-
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dium. Four hundred eighty four slaughterhouse ovaries oo-
cytes were used, where the base medium was TCM 199 sup-
plemented with sodium pyruvate, 17 8 estradiol, gentamicin.
Four treatments were randomly formed: T1: no EGF (Control),
T2: 1 ng of EGF, T3: 10 ng of EGF and T4: 50 ng of EGF. The
results indicate that significant difference (P<0.05) of EGF on
the proportion of oocytes, there was a higher proportion of oo-
cytes that reached metaphase Il status to the concentration of
50 ng/mL of EGF (73%), followed by 10 ng/mL (54.2%), and 1
ng/mL of EGF (32.3%). However, among the control medium
and the supplemented with 50 ng/mL of EGF were no signifi-
cant differences (70.3 -73%, respectively), indicating that both
means favor the maturation of oocytes. In conclusion, the sup-
plementation of chemically defined maturation medium showed
no stimulatory effect of EGF on the percentage of metaphase Il
oocytes from of bovine ovaries collected post mortem.

Key words: Epidermal growth factor, in vitro maturation, oo-
cytes.

INTRODUCCION

El proceso de produccion de embriones bovinos (Bos
taurus-Bos indicus) in vitro puede dividirse en tres pasos fun-
damentales, los cuales, independientemente del protocolo utili-
zado, en orden cronolégico son: maduraciéon de ovocitos, fe-
cundacion y cultivo de embriones. Estos tres pasos, compren-
den procesos fisiolégicos, condicionando cada uno el éxito o el
fracaso del siguiente [11].

Es conocido que el desarrollo embrionario depende de la
competencia del ovocito. Tal competencia, que involucra al ci-
toplasma y nucleo es adquirida progresivamente por el ovocito
durante el proceso de maduracion. La adquisicion de la com-
petencia es un proceso muy bien coordinado que incluye cam-
bios morfolégicos, estructurales, transcripcionales del citoplas-
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ma y compartimiento nuclear de los ovocitos. Este proceso
permite la fecundacion y desarrollo de embriones [10].

Por otra parte, se han utilizado medios quimicamente de-
finidos, para determinar el efecto de la hormona foliculo estimu-
lante (FSH) y de los factores de crecimiento sobre la madura-
cién in vitro (MIV) de ovocitos bovinos y en la caracterizacion
bioquimica de los efectos hormonales sobre el metabolismo del
ovocito durante la MIV [8]. El factor de crecimiento epidermal
(EGF) como suplemento de los medios de maduracién ovocita-
ria, en sustitucion de suplementos séricos es utilizado en me-
dios absolutamente definidos para evitar la influencia de facto-
res desconocidos presentes en el suero. En este sentido se ha
demostrado el efecto positivo de la utilizacion del EGF en el me-
dio de MIV sobre diferentes etapas del desarrollo del ovocito,
que demuestran una maduracién ovocitaria mas eficaz. Al res-
pecto, se han observado efectos promotores del EGF presente
en el medio de MIV, definido o indefinido, sobre los siguientes
parametros evaluados: Expansion de las células del cimulo, es-
timulacion de la ruptura de la vesicula germinal, maduracion nu-
clear, penetracion, disminucion de la poliespermia, penetraciéon
monoespérmica, formacién del pronicleo masculino tras la pe-
netracién espermatica, penetracion normal, estimulacion de la
division y estimulacion del desarrollo embrionario [8]. El objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto del EGF en diferentes
concentraciones, sobre la maduracién de ovocitos bovinos culti-
vados in vitro en un medio quimicamente definido.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El estudio se realizé en el laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion Animal “LABRA” de la Uni-
versidad de Cordoba, ubicado en el corregimiento de Beraste-
gui, municipio de Ciénaga de Oro, Cérdoba, Colombia, ubica-
do entre los 8° 53" LN y 75° 37" LO [13]. Esta zona esta clasifi-
cada como bosque seco tropical, presenta temperatura prome-
dio de 32°C, humedad relativa del 84%, una altura sobre el ni-
vel del mar de 10 m y precipitacion promedio anual de 1100
mm, que se distribuye irregularmente en dos periodos: uno llu-
vioso, con 85% del total de la precipitacion anual; y uno seco,
comprendido entre los meses de noviembre y abril [6].

Recoleccion de ovarios y ovocitos. Los ovarios fueron
obtenidos en el matadero municipal de Cereté, Cérdoba vy
transportados al laboratorio en termos que contenian solucién
salina (NaCl 0,9%) suplementada con 100 mg/mL de estrepto-
micina a 35°C. Los ovocitos fueron colectados por el método
de aspiracion directa de los foliculos, que tenian entre 2 y 5
mm de diametro, a través de la utilizacion de una jeringa de 10
mL y aguja calibre 18. Una vez aspirados, el contenido de la
jeringa fue depositado en una placa de Petri de 90 mm para
colectar y clasificar los ovocitos. Se utilizaron ovocitos que pre-
sentaban un cumulus denso, con un minimo de 5 a 6 capas de
células, citoplasma homogéneo de color marrén o gris oscuro
uniforme (Grado ) y ovocitos que presentaban entre 3 y 4 cé-
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lulas del cumulus méas oscuro y menos transparente, citoplas-
ma con granulacién mas gruesa y mas oscura (Grado Il) [9].

Tamafo de la muestra. Para el estudio se realizaron seis
réplicas de 48 ovocitos por cultivo, los cuales se distribuyeron
aleatoriamente en cuatro grupos de 10 a 12 ovocitos cada uno
para el proceso de MIV, empleando un total de 484 ovocitos.

Maduracion in vitro. El medio Control para este experi-
mento fue el medio de maduracién de ovocitos, quimicamente
definido TCM 199, suplementado con 0,3 Mm de piruvato de
sodio, 1 yg/mL de estradiol, 75 pg/mL de gentamicina y culti-
vados en gotas de 50 pL en placas de Petri en grupos de 10 a
12 ovocitos cubiertos con aceite mineral, incubados (Termo
Scienfic, modelo 3110, EUA) durante 24 horas (h) a 38,8°C,
5% de CO; y humedad atmosférica del 96%, y distribuidos
aleatoriamente en cuatro tratamientos:

T1= Grupo control sin suplemento de EGF

T2 =Grupo control suplementado con 1 ng/mL de EGF
T3 =Grupo control suplementado con 10 ng/mL de EGF
T4 =Grupo control suplementado con 50 ng/mL de EGF

Evaluacion de la maduracion. Para la evaluacion de la
maduracién nuclear, a los ovocitos se les retiraron todas las
células del cumulo y se procedié a montarlos en una lamina
portaobjetos. Luego fueron sumergidos en solucion fijadora
(una parte de acido acéticol/tres partes de metanol) durante 24
h. Posteriormente, fueron tefiidos con orceina al 2% en 45%
de acido acético de 10 a 15 min y fueron examinados en un
microscopio 6ptico Leica (DML52, Alemania) a 100X. Se con-
siderd un ovocito maduro aquel que mostrara la presencia de
metafase Il. Todos los quimicos y medios utilizados en este
estudio fueron comprados de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, EUA), excepto el suero fetal bovino que fue comprado de
GIBCO (Gibco BRL, Grand Island NY, EUA).

Analisis estadistico. Los resultados correspondientes a
la tasa de MIV, fueron analizados a través de un analisis de va-
rianza (ANAVA). Como los datos de la variable respuesta eran
en porcentaje, hubo la necesidad de transformarlos mediante el
arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje, para cumplir con
supuesto de normalidad. Posterior al andlisis de varianza, se
realiz6 la prueba de comparacion de medias de Duncan. Los
datos fueron analizados usando el programa SAS [14].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del trabajo sefialan que hubo diferencia
significativa (P<0,05) del EGF sobre la proporcion de ovocitos,
encontrandose la mayor proporcién de ovocitos que alcanza-
ron el estado de metafase Il (73%) en la concentracién de 50
ng/mL, seguido de 10 ng/mL (54,2%) y 1 ng/mL de EGF
(32,3%). No obstante, entre el grupo control y el suplementado
con 50 ng/mL de EGF no se present6 diferencia significativa
(P>0,05) (TABLAI).
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TABLA |
TASA DE MADURACION /N VITRO DE OVOCITOS
BOVINOS SEGUN EL TRATAMIENTO

Tratamientos N°de  Metafase Il (MIl)
Ovocitos % DS
T1 = Control 124 70,3% 14,1

T2=Grupo control suplementado 124 32,3b 6,2
con 1 ng/mL de EGF

T3=Grupo control suplementado 120 54,2° 7,2
con 10 ng/mL de EGF

T4=Grupo control suplementado 116 73,02 6,7
con 50 ng/mL de EGF

Porcentajes con diferente letra difieren estadisticamente
(P<0,05). DS: Desviacion estandar.

El efecto estimulatorio del EGF sobre la maduracion nu-
clear ha sido reportado en raton (Mus musculus) y humanos por
Das y col. [3] y en bovinos por Im y Park [7], encontraron que el
EGF es capaz de promover la maduracién nuclear en un medio
quimicamente definido. En este sentido, Parky col.[12] encontra-
ron diferencia significativa (P<0,05) solo al emplear 30 ng/mL de
EGF (97%) con respecto al tratamiento control (77%), mientras
que a la dosis de 10 y 50 ng/mL de EGF no tuvieron diferencia
significativa (P>0,05). Por el contrario, Harper y Brackett [5], no
obtuvieron efecto (P>0,05) en la proporcién de ovocitos que al-
canzaron el estadio de metafase Il, al adicionar 1, 10 y 100
ng/mL de EGF a un medio de maduracion definido libre de suero
y hormonas (rango, 71,8 - 76,5%). De igual manera, Lonergan y
col. [9] no obtuvieron diferencias en las tasas de maduracion nu-
clear al emplear 1, 10 y 100 ng/mL de EGF o suero como unicos
suplementos del medio de maduracion quimicamente definido en
ovocitos bovinos. Asi mismo, Coskun y col. [1], no observaron di-
ferencias significativas (P>0,05) al utilizar 10 y 50 ng/mL de EGF
sobre la MIV en bovinos. Los resultados del presente estudio,
mostraron que dosis bajas (1 y 10 ng/mL) de EGF ejercen un
efecto negativo sobre la maduraciéon nuclear de los ovocitos en
comparaciéon con 50 ng/mL y el control; dado el alcance de este
estudio no es posible explicar estos resultados, por lo cual se re-
quieren futuras investigaciones que nos permitan aclarar los me-
canismos moleculares involucrados en ese proceso.

Entre el tratamiento control y dosis de 50 ng/mL de EGF
no se encontré diferencia significativa (P>0,05; 70,3 y 73,0%,
respectivamente), indicando que la suplementacion a estas
dosis no tiene efecto sobre la maduraciéon nuclear in vitro de
los ovocitos. Resultados similares han sido reportados en cani-
nos (Canis lupus familiaris) por Song y col. [15] y Cui y col. [2].

CONCLUSIONES

La suplementacion del medio de maduracién quimicamen-
te definido con dosis bajas (1 y 10 ng/mL de EGF) mostraron un
efecto negativo, pero la dosis de 50 ng/mL no mostr6 algun efec-
to estimulatorio del EGF sobre el porcentaje de metafase II.
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