EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON SUERO FETAL BOVINO PARA LA
MADURACION IN VITRO DE OOCITOS BOVINOS SOBRE SU ACTIVIDAD
MITOCONDRIAL Y DESARROLLO EMBRIONARIO

EFFECT OF BOVINE CALF SERUM SUPPLEMENTATION FOR THE IN
VITRO MATURATION OF BOVINE OOCYTES ON THEIR MITOCHONDRIAL
ACTIVITY AND EMBRYO DEVELOPMENT

Giovanni Restrepo Betancur 1%; Natalia Chavarria Gutiérrez !; Neil A. Véasquez Araque

(Recibido el 16 de febrero de 2007 y aceptado el 01 de octubre de 2007)

Resumen

Para evaluar el efecto de la suplementacion de la maduracion in vitro de oocitos bovinos con suero fetal bovino
(SFB) sobre su actividad mitocondrial y desarrollo in vitro, se recolectaron oocitos bovinos a partir de ovarios de
vacas sacrificadas en una planta de faenado, para su posterior maduracion in vitro en medio SOFaa en tratamientos
en presencia o ausencia de SFB. Una vez madurados, grupos de oocitos fueron destinados para la evaluacion de sus
niveles de actividad mitocondrial mediante el uso del colorante fluorescente JC-1. Grupos de oocitos madurados con
y sin suero, fueron fertilizados y cultivados in vitro para evaluar sus tasas de desarrollo hasta el estadio de morula.
Se realizaron comparaciones estadisticas entre los tratamientos mediante la prueba t de Student. Los resultados
evidenciaron una proporcion estadisticamente mayor (P<0.05) de actividad mitocondrial en oocitos previamente
madurados en un medio sin suero (44.4 = 1.82%), respecto a oocitos madurados en presencia de suero (31.2 +
1.42%). Las tasas de produccion in vitro de morulas, fueron superiores estadisticamente (P<0.05) para el tratamiento
de maduracion sin suero, respecto a la maduracion con suero (34.8 = 3.70% vs. 24.5 + 3.12%, respectivamente).
Se concluye que la presencia de SFB en el medio para la maduracion in vitro de oocitos bovinos, ejerce un efecto
deletéreo sobre su actividad mitocondrial y su tasa de desarrollo embrionario in vitro.

Palabras clave
Oocitos, produccion in vitro de embriones, suero fetal bovino, actividad mitocondrial.

Summary

To evaluate the fetal calf serum (FCS) effect during in vifro maturation of bovine oocytes on their mitochondrial
activity and in vitro development, bovine oocytes were recovered from ovaries collected at the local slaughterhouse.
Oocytes were in vitro matured in SOFaa medium in absence or presence of FCS. Matured oocytes was tested for
mitochondrial activity with JC-1 dye staining. Also matured oocytes groups were in vitro fertilized and cultured
to evaluate percentage of development to the morulae stage. Statistic comparison between groups were analyzed
using a Student t test. Results indicate a significantly higher proportion mitochondrial activity (P<0.05) in oocytes
without serum-matured than those oocytes serum-matured (44.4 + 1.82% and 31.2 + 1.42%, respectively). Morulae
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production rates were significantly higher (P<0.05) in oocytes without serum-matured than oocytes serum-matured
(34.8 = 3.70% vs. 24.5 + 3.12%, respectively). We concluded that the presence of FCS in medium during bovine
oocyte in vitro maturation, can affect mitochondrial activity and embryo in vitro development.

Key words

Oocytes, in vitro embryo production, fetal calf serum, mitochondrial activity.

Introduccion

La suplementacion de la maduracion in vitro de oocitos
bovinos con suero fetal bovino y otros sueros, es una
practica muy extendida dentro de los protocolos de
produccion in vitro de embriones bovinos !:*%. El suero
fetal es en general considerado como una fuente de
nitrogeno para los embriones preimplantatorios ), sin
embargo éste contiene un amplio grupo de moléculas
definidas y no definidas que ejercen diversos efectos
sobre el desarrollo in vitro de los embriones a través de
nutrientes, hormonas, quelantes de metales pesados y
factores de crecimiento, como algunos de sus principales
componentes ©®, Dichos efectos han sido caracterizados
desde benéficos en la competencia para el desarrollo de
oocitos y embriones por los aportes de las moléculas
mencionadas, hasta contraproducentes para el desarrollo
in vitro, la morfologia embrionaria, la cridtolerancia,
la actividad mitocondrial, la expresion génica, y el
desarrollo fetal y postnatal en las crias resultantes de los
embriones transferidos "-'¥. A nivel celular se ha fijado
la atencion en la incorporacion de lipidos desde el suero
como posible causante de alteraciones en el desarrollo
embrionario, pues la presencia de suero en el medio
de cultivo ha sido referida como responsable de una
excesiva acumulacion de lipidos en oocitos y embriones
16-19 " lo cual se manifiesta por la apariencia oscura de
su citoplasma 9, y se ha relacionado con bajas tasas de
produccion de blastocistos “% 2V, El mecanismo por el
cual se da dicha acumulacién en embriones bovinos ain
no ha sido aclarado, sin embargo se conoce que células
en cultivo pueden tomar acidos grasos, fosfolipidos y
triglicéridos desde medios suplementados con suero y que
la mayoria de los lipidos son derivados de triglicéridos
contenidos en lipoproteinas séricas ¢ '¥. Se ha sugerido
que laexcesiva acumulacion de lipidos citoplasmaticos en
oocitos y embriones conduce a cambios en su contenido
de lipidos y en su composicion de acidos grasos, lo cual
puede estar asociado a trastornos en el metabolismo
mitocondrial © ' pues se conoce que embriones
cultivados en medios suplementados con suero, poseen
mitocondrias inmaduras en comparacion a aquellos
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cultivados en medios libres de suero '¥. Estos hallazgos
revisten importancia ya que observaciones indican que
las mitocondrias son funcionalmente trascendentes para
los oocitos y el desarrollo embrionario temprano, pues
se sugiere una relacion funcional entre la fosforilacion
oxidativa, la produccion de ATP y el desarrollo
embrionario ?*??, y se ha propuesto que la pérdida de
actividad mitocondrial en oocitos puede contribuir al bajo
desarrollo embrionario durante la produccion in vitro ¢*
¥y a las bajas tasas de prenez post-transferencia ¢339,
De acuerdo a éste panorama, para esta investigacion se
plantea como hipotesis, que las fallas en el desarrollo
embrionario in vitro de oocitos bovinos pueden ser el
resultado de alteraciones mitocondriales representadas
por descensos en las proporciones de mitocondrias de
alta actividad, causadas por la suplementacion de la
maduracion in vitro con suero fetal bovino. Por lo cual
cobra gran importancia la determinacién de los niveles
de actividad mitocondrial en oocitos maduros destinados
para la fertilizacion y el desarrollo in vitro.

Materiales y métodos

Recoleccion de ovarios y complejos
cumulus-oocito

Los oocitos bovinos fueron recuperados desde ovarios
de hembras provenientes de la planta de faenado local,
transportados en solucion salina (NaCl 0,9%) a 38 °C,
y procesados en el laboratorio dentro de las tres horas
posteriores a la recoleccion. Los foliculos entre 2 y 6
mm fueron aspirados usando una jeringa de 5 ml con una
aguja calibre 18. Los complejos cumulus-oocito (CCOs)
y el fluido folicular recuperados fueron puestos en tubos
conicos plasticos de 50 ml, dejandolos sedimentar durante
15 minutos a 37 °C para realizar la recuperacion posterior
de la fraccion precipitada, desde la cual se seleccionaron
solamente los complejos con caracteristicas de ooplasma
homogéneo, minimo tres capas compactas de células
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de la granulosa rodeando completamente al oocito, y
morfologia intacta. Los CCOs seleccionados fueron
lavados en medio Hepes suplementado con 0.2mM
piruvato de sodio (Sigma P5280) y 3mg/ml de albamina
sérica bovina fraccion V (Sigma A9647).

Maduracion in vitro de oocitos

Se establecieron dos tratamientos de maduracion in vitro
de oocitos. Para el primer tratamiento, denominado de
maduracion sin suero, los CCOs fueron incubados en
grupos de 10 por gota de medio de maduracion, donde
cada gota de 50 pl consistié en medio de fluido oviductal
sintético (SOF) suplementado con 1X de medio esencial
minimo con aminoacidos no esenciales (MEMneaa,
MEM Eagle Sigma MO0268), 1X de medio esencial
minimo con aminoacidos esenciales (MEMeaa, BME
Sigma B6766), 0.33 mM de piruvato de sodio, 1.5 mM
de D-(+)-glucosa (Sigma G7021), 8 mg/ml de albumina
sérica bovina libre de acidos grasos (BSA FAF, Sigma
A6003), LH (10pg/ml), FSH (10pg/ml), y 10ul/ml de
solucion antibidtica (100X ICN 1674046, penicilina
10.000UI/ml; estreptomicina 10mg/ml; anfotericina B
25mg/ml). Las gotas fueron cubiertas con aceite mineral
(Sigma M8410) y preincubadas bajo condiciones de
maduracion por un minimo de 3 h (38.5°C, 5% CO,, con
100% de humedad), luego los CCOs fueron transferidos
a las gotas, para ser incubados por 24 h (38.5°C, 5% CO,
con 100% de humedad). Para el segundo tratamiento,
denominado de maduracion con suero, los CCOs fueron
incubados igualmente en grupos de 10 por gota de medio,
donde cada gota de 50 pl de medio consistié6 en SOF
suplementado de igual manera que el medio sin suero,
mas 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco BRL). Las
gotas fueron cultivadas mediante el mismo procedimiento
del tratamiento sin suero.

Determinacion de la actividad mitocondrial de oocitos

Un total de 40 oocitos (repeticiones) para cada tratamiento
de maduracion in vitro (libre de suero y suplementado
con suero), fueron cuantificados y evaluados para su
porcentaje de fluorescencia. Sobre los oocitos madurados
se utilizd el fluorocromo reportero de potencial de
membrana interna mitocondrial JC-1 (5,5 6,6-tetracloro-
1,1,3,3—yoduro de tetraetilbenzimidazolicarbocianina,
Molecular Probes) a 1 pg/ml en medio de maduracion,
con incubacion a 38.5°C durante 25 minutos. Los dimeros
de JC-1 formados a altos potenciales de membrana
(>140mV) fueron observados mediante microscopia de
fluorescencia (Carl Zeiss LR66238C) con un filtro de
rodamina (maxima emision 590 nm) BP450-490, FT 510,

LP 515, que muestra un color rojo. Se realizé fotografia
digital (Sony DSC-S85) de las emisiones fluorescentes
observadas en los oocitos, las cuales fueron cuantificadas
en unidades relativas por su densidad media mediante el
programa Scion Image Alpha4.0.3.2 (Scion Corporation),
donde los valores minimos de densidad correspondieron
a la maxima fluorescencia, mientras los valores maximos
de densidad correspondieron a la minima fluorescencia,
por lo cual posteriormente los valores encontrados fueron
invertidos, y transformados a valores porcentuales por
tratarse de unidades relativas, tomando como referencia
los valores de fluorescencia de los controles positivo
(en células de la granulosa) y negativo (en imagenes sin
fluorescencia alguna), los cuales correspondieron a los
valores de 100% y 0%, respectivamente.

Fertilizacion y cultivo in vitro

Los oocitos madurados en medios con y sin suero, fueron
lavados en Hepes suplementado y puestos en medio de
fertilizacion preincubado, donde cada gota de 50 ul fue
constituida por medio FERT-TL con 1.0 uM de piruvato
de sodio, 6mg/ml de BSA-FAF y 2X de MEMneaa, y fue
suplementada al momento de la inseminacion con 2ul de
PHE (penicilamina 2mM, epinefrina 250 mM, hipotaurina
ImM) y 2ul de heparina (10pg/ml). Posteriormente los
oocitos fueron inseminados con semen criopreservado el
cual se descongelo a 37°C y fue seleccionado mediante
la técnica de gradiente doble de percoll, y diluido a
una concentracion de 1 millon de espermatozoides
por mililitro. Se permiti6 la interaccion entre oocitos
y espermatozoides durante 18 horas a 38.5°C, 5% CO,
y humedad maxima. A las 18 horas post-inseminacion
(hpi) los presuntos cigotos fueron denudados de las
células del cimulus y cultivados durante 72 horas en
gotas de 50ul de medio de cultivo constituido por SOF
suplementado con 1X de MEMneaa, 1X de MEMeaa,
8mg/ml de BSA-FAF, 0.33mM de piruvato de sodio, 1.5
mM de D-(+)-glucosa, 0.1 mM de EDTA (Sigma E6758),
0.1mM de taurina (Sigma T8691) y 10ul/ml de solucién
antibiotica (100X ICN 1674046, penicilina, 10.000U1/
ml; estreptomicina 10mg/ml; anfotericina B 25mg/ml).
Se evaluaron las tasas de desarrollo obtenidas hasta
el estado de morula a partir de un total de 220 oocitos
distribuidos en unidades experimentales de 10 oocitos,
derivados de cada tratamiento de maduracion (con y sin
suero).
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Analisis estadistico

El analisis estadistico fue comprendido por una valoracion estadistica descriptiva y por la comparacion de los grupos
mediante una prueba t de Student, en lo relacionado con la actividad mitocondrial y el desarrollo in vitro de los
oocitos bovinos. Todos los analisis fueron realizados mediante el programa Statgraphics Plus 3.0 (Statistical Graphics
Corporation).

Resultados

Actividad mitocondrial de oocitos bovinos madurados in vitro

Los resultados obtenidos mostraron una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) para la actividad
mitocondrial entre los tratamientos de maduracién in vitro. Se evidencid superioridad estadistica en la actividad
mitocondrial de los oocitos madurados en un medio sin suero, respecto a los oocitos madurados en un medio con
suero. En la Tabla 1 se presentan los valores estadisticos para los resultados obtenidos.

Tabla 1. Valores estadisticos para el porcentaje de fluorescencia (actividad mitocondrial) de oocitos frescos.

Parametro* / Tratamiento Sin Suero Con Suero

Numero de oocitos 40 40
Promedio = DS 44 42+ 11.5| 31.2°+£9.0
Error Estandar 1.82 1.42

*Valores en unidades relativas (% de fluorescencia). ** Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los tratamientos. DS: desviacion estandar.

Fueron encontrados rangos (valores minimos y méaximos de fluorescencia) para oocitos madurados con suero y sin
suero respectivamente de 13.8% a 56.6% y 20.8% a 71.2%. Los valores de fluorescencia encontrados corresponden
a las proporciones de deteccion de mitocondrias con altos niveles de actividad mitocondrial o potencial de membrana
mitocondrial (>140mV). La Figura 1 muestra oocitos de ambos tratamientos de maduracion con diferentes niveles
de actividad mitocondrial.

Figura 1. Oocitos evaluados para actividad mitocondrial (JC-1), con diferentes intensidades de fluorescencia. 1, 2 y 3.
Oocitos madurados en medio sin suero; 4 y 5. Oocitos madurados en medio con suero. En la parte inferior se muestra
el porcentaje de fluorescencia calculado para cada oocito.

691% 2.9%
3 3
g-s% 4|1 %
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La Figura 2 muestra un histograma comparativo de la distribucién de los oocitos madurados por ambos tratamientos,
segun su porcentaje de fluorescencia (actividad mitocondrial). La distribucion de los niveles de actividad mitocondrial
entre los dos tratamientos de maduracion muestran como para oocitos madurados en un medio sin suero se encuentra
una considerable mayor proporcion de oocitos en los rangos superiores de actividad mitocondrial expresada como
porcentaje de fluorescencia.

Figura 2. Histogramas de la distribucion de oocitos madurados con y sin suero segun sus porcentajes de
fluorescencia (actividad mitocondrial).
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Tasas de desarrollo a partir de oocitos madurados in vitro

Los resultados muestran una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) para las tasas de produccion de
morulas entre los tratamientos de maduracion in vitro. Mostrando superioridad en la tasa de produccion de moérulas a
partir de los oocitos madurados en un medio sin suero, respecto a los oocitos madurados en un medio con suero. La
Tabla 3 muestra los datos estadisticos para los resultados obtenidos.

Tabla 3. Valores estadisticos para las tasas de desarrollo in vitro de morulas.

Parametro* / Tratamiento Sin Suero Con Suero

*Numero 11 11
Promedio £ DS 3482+ 122|245+ 10.3
Error Estandar 3.70 3.12

*Unidades en % de produccion de morulas sobre cada unidad experimental; **Nuamero de unidades experimentales. ** Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (P<0.05) entre los tratamientos. DS: desviacion estandar.

La distribucion de las tasas de produccion de morulas entre los dos tratamientos de maduracion muestra como para
oocitos madurados en un medio sin suero se encuentra una considerable mayor proporcioén de oocitos en los rangos
superiores de desarrollo in vitro. La Figura 3 muestra un histograma comparativo de la distribucion de las unidades
experimentales para las tasas de desarrollo.

Figura 3. Histogramas de la distribucion por unidades experimentales de las tasas de desarrollo in vitro de
morulas a partir de oocitos madurados con y sin suero.
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Discusion

El papel del suero fetal bovino en la maduraciéon y el
posterior desarrollo in vitro de oocitos de diferentes
especies de mamiferos, no ha sido completamente
dilucidado a pesar del extendido uso de este suplemento
para la produccion in vitro de embriones. Su composicion
hasta cierto punto desconocida, la variabilidad en la
misma como reflejo de la diversidad en su origen, y
los problemas derivados de su uso, tanto en oocitos y
embriones como en las crias resultantes; han hecho que
sea imprescindible el estudio detallado de su efecto sobre
las diferentes estructuras celulares y sobre los diferentes
aspectos que afectan la viabilidad y el éxito del desarrollo
embrionario.

Multiples estudios han establecido la importancia de
las mitocondrias y sus niveles de actividad durante
los estadios de desarrollo tempranos en los embriones
bovinos, relacionando dicha actividad con los niveles de
produccion de substratos energéticos como el ATP, el cual
es vital para una optima competencia para el desarrollo
embrionario in vitro.

En apreciaciones de Kim et al. @, Abe et al. ', Ferguson
y Leese 7y Fair et al. "®, se ha caracterizado como
el cultivo de oocitos y embriones en presencia de suero,
es responsable de la incorporacion excesiva a través
de lipoproteinas séricas, de acidos grasos, fosfolipidos
y triglicéridos en el citoplasma de dichas células, lo
cual podria generar cambios en los perfiles lipidicos
de las mismas, ademas de ser posiblemente causante
de alteraciones en la estructura mitocondrial (Mucci et
al. ® Abe y Hoshi ?, Sata et al. ', por lo cual dichos
autores han sugerido a este fendmeno como responsable
de alteraciones en el metabolismo mitocondrial. En
esta investigacion se demuestra que existe un efecto
contraproducente del suero fetal bovino sobre la actividad
mitocondrial de oocitos bovinos madurados en presencia
de dicho suplemento.

El hallazgo de una relacion directa entre la presencia de
suero en la maduracion in vitro de oocitos bovinos y los
niveles cuantificados de actividad mitocondrial, cobra
gran importancia considerando que dicha relacion en
otras investigaciones solo habia sido sugerida como una
posibilidad, o habia sido planteada sin la cuantificacion
directa de la actividad mitocondrial.

Es relevante considerar que la alteracion en la actividad
mitocondrial de los oocitos a causa de su cultivo con
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suero fetal bovino, puede comprometer de forma negativa
las tasas de desarrollo embrionario in vitro, tal como lo
demuestran nuestros resultados. Por consiguiente es
importante reevaluar el uso de dicho suplemento en el
desarrollo embrionario in vitro, al menos en los estadios
mas tempranos de desarrollo.

Conclusiones

Seconcluye quebajolas condiciones de estainvestigacion,
la suplementacion de los medios de maduracion in vitro
con suero fetal bovino, tiene un efecto deletéreo sobre
la actividad mitocondrial y el desarrollo in vitro de
los oocitos bovinos, lo cual hace que sea indeseable la
incorporacion de suero en los medios de cultivo, y hace
necesario para la produccion in vitro de embriones, el
uso de medios definidos en los cuales para cada uno de
sus componentes estén debidamente caracterizados los
efectos sobre el desarrollo embrionario.
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