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Growth factors (EGF and IGF-I) have different actions on mammalian cells such
as proliferation and differentiation. The effect of EGF and IGF-I was examined on
in vitro matured bovine oocytes. Immature oocytes were obtained by follicular as
piration from slaughtered heifer ovaries and classified in two groups, with or without
cumulus cells. Oocytes (n=l,037) were cultured in a serum-free media (TCM-199)
for 24 hours at 39 °C in absence of hormones and were divided in 5 treatments: con
trol, EGF (20 ng/ml and 50 ng/ml), IGF-I (100 ng/ml) and EGF + IGF-I (50 ng/ml
+ 100 ng/ml). Results suggest that the EGF + IGF-I treatment increases significantly
(p<0.01) the maturation rate (60.3 %) as compared to control medium (36.5 %) in
cumulus cell-enclosed oocytes. No significant differences were observed between the
treatments in the denuded oocytes. The effect of EGF + IGF-I added to the matu
ration media seems to be mediated by the surrounding cumulus cells and enhanced
the in vitro maturation rate on cumulus cell-enclosed bovine oocytes.
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El ovario de cualquier hembra domes-
tica contiene gran numero de foliculos en
distintos estadios de desarrollo, en cuyo
interior se encuentran los oocitos en un es-
tado inmaduro (14), con un nucleo muy
evidente llamado vesfcula germinal (GV).

* A quien debe dirigirse toda la correspondencia
(Tel. 91-394 38 67. Fax 91-394 38 64).

La maduracion de estos oocitos se carac-
teriza por su progresion desde el estadio de
GV hasta el de metafase de la segunda di
vision meiotica. Esta evolucion se puede
reproducir in vitro utilizando medios de
cultivo que imiten las condiciones fisico-
quimicas que el gameto femenino tiene en
el interior del folfculo (12, 24). Para favo-
recer la maduracion en esas condiciones, se
anaden a los medios sustancias de diversa 
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naturaleza como hormonas, ya que las go-
nadotropinas (FSH y LH) y algunas hor
monas estcroides (170 estradiol) tienen
una accion decisiva en la maduracion in
vivo del oocito (2-4, 23), Otras sustancias
tambien presentes en el ovario, como los
factores de crecimiento, pueden ejercer un
control sobre ciertas funciones ovaricas y
la maduracion de los oocitos (20). Asf, el
factor de crecimiento epidermico (EGF)
participa en las funciones de proliferacion
y diferenciacion de las celulas de la gra
nulosa, mientras que el factor de creci
miento similar a la insulina del tipo 1 (IGF-
I) actua como un agente mitogenico muy
jotente en las mismas celulas (6). Ambos
'actores actuan mediante receptores loca-
izados en las membranas celulares, cuya
activacion origina a su vez la de otros sis-
temas de mensajeros celulares (5, 20, 29),

El objetivo del presente trabajo es estu-
diar el posible papel que juegan estos fac
tores de crecimiento sobre la maduracion
in vitro de oocitos bovinos, utilizando me-
dios sin ninguna otra suplementacion se-
rica u hormonal. Por otro lado, se pretende
determinar la influencia del cumulo celular
en la accion de estos factores de creci
miento.

Material y Metodos

Obtencion de los ovarios. — Proceden
de novillas de 1-3 anos, sacrificadas en el
matadero y transportadas inmediatamente
al laboratorio, utilizando un termo con so-
lucion fosfato-sa ina (PBS) tamponada a
39 °C suplementada con antibioticos (es-
treptomicina y penicilina, 10 mg/ml y 100
Ul/ml, respectivamente). En el laborato
rio, los ovarios se lavaron con la misma so-
lucion para eliminar los restos de sangre y
adherencias (16, 24).

Obtencion de los oocitos. — Se realizo
mediante la aspiracion del contenido de los
foliculos ovaricos de diametro compren-
dido entre 2 y 8 mm, utilizando para ello 

agujas hipodermicas de 18 G, conectadas a
jeringas de 10 ml. El producto de la aspi
racion se coloco en un tubo esteril, se de
cant© durante 30 minutos y el sedimento
obtenido se recogio mediante una pipeta
Pasteur. Los oocitos se aislaron def sedi
mento en una placa Petri esteril de 9 cm de
diametro; se recogieron mediante micro-
pipetas esteriles, de 20 p.1, conectadas a go-
mas de aspiracion, empleando una lupa
esteroscopica de 16 aumentos.

Selection, clasification y cultivo de ma
duracion. — Los oocitos se pasaron suce-
sivamente por cinco placas Petri con medio
de lavado compuesto de TCM-199 y He-
pes 25 mM para eliminar restos de Ifquido
folicular. Antes de iniciar el cultivo de ma
duracion (25,30) se seleccionaron, segun la
homogeneidad del cumulo celular (com
pact) y apariencia del citoplasma (unifor
me y sin espacio perivitelino), y se
clasincaron en dos grupos: tipo A (cumulo
celular complete y mas de 6 capas celula
res) y tipo B (total o parcialmente denu-
dados).

Una vez clasificados los oocitos, se co-
locaron en los siguientes medios de ma
duracion, dispuestos en microgotas de 50
jjlI cubiertas de aceite de silicona Ifquido:
TCM-199 (control); TCM-199 + 20 ng/ml
de EGF; TCM-199 + 50 ng/ml de EGF;
TCM-199 + 100 ng/ml de IGF-I, y TCM-
199 4- 50 ng/ml de EGF y 100 ng/ml de
IGF-I.

Los factores de crecimiento utilizados,
EGF (0,1 mg, Sigma) e IGF-I (10 pg,
Boehringer Mannheim) se solubilizaron en
5 ml de TCM-199. El cultivo de madura
cion se mantuvo durante 24 horas en estufa
con 5 % de CO2, a 39 °C y 95 % de hu-
medad en el aire.

Fijation y tintion. — Al final del periodo
de maduracion, los oocitos se fijaron en
una solucion de acido acetico: etanol (1:3
v/v) durante 24 horas, y se tineron con or-
ceina acetica (2 %), para visualizar las es-
tructuras nucleates (30). Se valoraron los 
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siguientes estadios meidticos: degenera-
cion nuclear (Deg); vesfcula germinal
(GV); metafase I (MI), incluyendo en este
estadio los oocitos en metafase I y anafase-
telofase I; y metafase II (M II) o estadio de
maduracion nuclear.

Analisis estadistico. — Los datos obte-
nidos se procesaron estadfsticamente uti-
lizando ef procedimiento 7d del programa
BMDP (Biomedical Data Program, To
rrance California). Se compararon los va-
lores medios obtenidos de 7 experimentos
distintos (% ± e.s.m.) por analisis de la va-
rianza (proc. 7d) y se analizaron las dife-
rencias entre las medidas individuals
mediante la t de Student empleando la no-
tacion de Bonferroni. Los valores se con-
sideraron estadfsticamente significativos
cuando p<0,05.

Resultados

Los resultados de maduracion nuclear
para ambos tipos de oocitos con los distin
tos tratamientos utilizados se muestran en
la tabla I. En los tipos A, los resultados mas
bajos de maduracion (M II) se obtuvieron 

en el tratamiento control (36,5 %), aunque
estos valores aumentaron cuando se ana-
dieron factores de crecimiento en el medio,
alcanzandose el maximo porcentaje (60,3
%) al utilizar EGF + IGF-I. El valor ob-
tenido en este ultimo tratamiento presento
diferencias estadfsticamente significativas
(p<0,05) con el resto de los tratamientos,
excepto con el que inclufa 50 ng/ml de
EGF. Los valores de maduracion obteni
dos en los oocitos denudados, no presen-
taron diferencias significativas entre sf en
ninguno de los tratamientos utilizados.

La adicion de EGF al medio mostro una
evidente relacion dosis-respuesta en la ma
duracion de los oocitos con cumulo com
plete al utilizar diferentes concentraciones
de este factor. El tratamiento con 50 ng/ml
de EGF mostro diferencias significativas
frente al control (p<0,05). Estas diferen
cias tambien se observaron al compararlo
con el tratamiento con 20 ng/ml de EGF.
El grupo de oocitos madurados con 20 ng/
ml de EGF no se diferencio estadfstica
mente del control.

Las diferencias entre los porcentajes de
maduracion obtenidos segun exista o no
cumulo celular se muestran que los indices
de maduracion solo presentan diferencias

Tabla I. Maduracidn in vitro de oocitos bovinos con cumulo completo (A) y denudados (B).
Los oocitos (n - 1.037) se cultivaron en TCM-199 durante 24 h, a 39 °C y 100 % de humedad. Los valores son
resultado de 7 experimentos distintos. Deg: degenerados. GV: vesicula germinal. M I: metafase I. M II: metafase
II. Las medias (% ± e.s.m.) entre distintas filas para el mismo tipo de oocito, seguidas de letras distintas son

significativamente diferentes a vs. b,c p<0,05; a,c,vs. d p<0,01.

Tratamiento Tipo de
oocito

n.°
oocitos

Estadios meidticos (% + e.s.m.)

Deg GV Ml Mil

Control A 86 16,8 ± 3,3 24,9 ± 6,4 21,8 ± 3,1 36,5 ± 3,5a
B 59 21,9 ± 3,4 15,8 ± 3,0 28,0 ± 3,1 34,3 ± 6,4a

EGF (20 ng/ml) A 97 10,6 ± 1,4 13,6 ± 2,7 35,4 ± 1.5 40,4 ± 3,5a
B 86 14,0 ± 1,4 15,0 ± 3,8 30,4 ± 6,2 40,6 ± 4,9s

EGF (50 ng/ml) A 118 9,3 ± 1,4 5.5 ± 1,7 31,9 ± 3,2 53,3 ± 4,4b
B 107 15,8 ± 1,9 10,0 ± 2,1 28,7 ± 1,5 45,5 ± 4,2s

IGF-I (100 ng/ml) A 85 13,3 ± 2,4 7,7 ± 2,3 30,3 ± 3,5 48,7 ± 4,1c
B 114 14,8 ± 1,8 14,5 ± 1,8 25,3 ± 2,1 45,4 ± 3,9s

EGF + IGF-I A 141 11,9 ± 2,2 2,0 ± 1,4 25,8 ± 4,3 60,3 ± 3.7°
B 144 12,3 ± 1,3 5,7 ± 1,1 40,4 ± 5,9 41,6 ± 2,0s
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significativas entre los tipos de oocitos A y
B, cuando se utilizaron 50 ng/ml de EGF
(p<0,05) o con ambos factores conjunta
mente (p<0,01).

Discusion

La maduracion de los oocitos in vivo en
los foh'culos ovaricos, depende de factores
reguladores de muy diversa naturaleza
(28). La adicion a los medios de cultivo de
esteroides foliculares y gonadotropinas
mejora los indices de maduracion in vitro
(15, 26), aunque se necesita la presencia de
otros compuestos para completar este pro-
ceso (8,18). De entre todas estas sustancias,
los factores de crecimiento han demostra-
do estimular la maduracion in vitro de los
oocitos de animates de laboratorio (7, 10,
13).

Hasta que se produce el pico preovula-
torio de gonadotropinas, el oocito perma-
nece en el estadio de vesfcula germinal
debido a la influencia de factores inhibi-
torios producidos por las celulas de la gra
nulosa, que pasan al oocito por las uniones
entre este y las celulas que le rodean (1, 9,
30). Se ha sugerido que la interrupcion del
flujo de AMPc desde el cumulo celular ha-
cia el oocito provoca el inicio de la madu
racion. Este parece ser el mecanismo de
accion de la LH y del EGF. El efecto dosis-
respuesta, obtenido en el presente trabajo
al utilizar EGF en el medio de maduracion,
ha sido senalado en oocitos de ratona (10)
y en oocitos bovinos (27), donde al utilizar
50 ng/ml de EGF se obtuvieron indices de
maduracion ligeramente superiores a los
del presente estudio, debido, quizas, a la
utilizacion de un medio basico de madu
racion (HAM F-12) distinto al utilizado en
este trabajo (TCM-199).

La utilizacion de IGF-I provoco un es-
timulo significative de la maduracion res-
pecto del grupo control aunque, de la
misma manera que lo senalado por otros
autores en oocitos de ratona (10), se ob
serve menor efecto que al utilizar EGF. La 

dosis elegida de 100 ng/ml de IGF-I, se
base en la existencia de concentraciones
analogas de este factor de crecimiento en el
liquido folicular bovino (11). Asi, se trato
de imitar, en lo posible, las concentraciones
encontradas in vivo. Ademas, esta concen-
tracion fue la mas eficaz (entre 1, 10 y 100
ng/ml) para inducir la activacion meiotica
en oocitos de ratona (10) y en oocitos por-
cinos (21). Algunos autores (19) indican
que este factor de crecimiento puede influir
positivamente sobre la maduracion y fe-
cundacion in vitro del oocito bovino y su
desarrollo embrionario posterior, aunque
no muestran datos de los indices de ma
duracion conseguidos. El IGF-I parece ac-
tuar en el cumulo celular induciendo la
creacion de receptores para la LH, de ma
nera parecida a la FSH (19, 20). Los me-
canismos de actuacion del IGF-I parecen
ser distintos a los del EGF y estan basados
en la accion que ejerce directamente sobre
el propio oocito, interniniendo en fend-
menos de transcripcion del ADN, smtesis
de nuevas proteinas citoplasmaticas o, tai y
como se ha senalado recientemente, en la
activacion de ciertos componentes protei-
cos del MPF o Factor Promotor de la Ma
duracion (17). La baja estimulacion
producida por el IGF-I puede deberse a la
ausencia de proteinas de union (binding
proteins) para este factor, ya que el medio
de maduracion empleado carecia de cual-
quier fuente serica.

La utilizacion de estos dos factores de
crecimiento conjuntamente solo se ha des-
crito en oocitos de porcino, con efectos

fiositivos (22). Algunos autores han uti-
izado IGF-I + TGFfi en el medio de

maduracion de oocitos de rata, con peo-
res resultados (13). El efecto positivo en-
contrado en el presente estudio, cuando se
utilizan EGF e IGF-I conjuntamente,
se puede deber a que los factores de cre
cimiento actuan en el ovario de manera
coordinada para producir los correspon-
dientes efectos biologicos (20) y, por
tanto, la suma de dos factores de creci
miento, de acciones no antagonicas, pue- 
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de mejorar los resultados de maduracion.
En cuanto a la importancia de la presen-

cia del cumulo celular en la maduracion in
vitro, resulta evidente en los medios que
inclufan a ambos factores de crecimiento a
la vez 6 50 ng/ml de EGF. Estos resultados
estan de acuerdo con estudios llevados a
cabo, en otras especies animales, con EGF
(7, 10) o en medios suplementados con
hormonas (24, 30) e indica que, para con-
seguir una eficaz reanudacion meidtica, es
necesaria la presencia del cumulo celular
que rodea al oocito. La razon de este efecto
puede que sea debida a que cuando una
sustancia, en este caso los factores de cre
cimiento o los productos de su actuacion,
interrumpe el flujo de compuestos inhibi-
dores hacia el oocito, la comunicacion cu-
mulo-oocito se detiene y el gameto se
encuentra libre para reanudar la meiosis.
Por lo tanto, en los oocitos denudados, al
no existir cumulo celular no se pueden
eiercer estas acciones quedando a merced
de los receptores de la propia membrana
con pequenos efectos estimulantes.

Los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran claramente que los factores de
crecimiento, empleados separada o con-
juntamente, estimulan de manera signifi-
cativa la maduracion in vitro de oocitos
bovinos, sin ninguna suplementacion hor
monal ni serica y de una manera muy sig-
nificativa en los oocitos con cumulo
celular.
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Resumen

Los factores de crecimiento ejercen variadas
acciones sobre la proliferacion y diferenciacion 

celular ovarica. Se analizan los efectos del EGF
e IGF-I, conjunta o separadamente, en la ma
duracion in vitro de oocitos bovinos. Los oo
citos inmaduros (n = 1.037) obtenidos por
aspiracion del contenido de los folfculos ova-
ricos de novillas sacrificadas en el matadero y
clasificados en dos grupos (A y B) dependiendo
de la presencia/ausencia del cumulo celular, se
cultivan durante 24 horas a 39 °C en un medio
TCM-199, sin suplementacion serica u hor
monal y se dividen en 5 tratamientos: control,
EGF (20 ng/ml y 50 ng/ml), IGF-I (100 ng/ml)
y EGF+IGF-I (50 ng/ml+100 ng/ml). El por-
centaje de maduracion de los oocitos del grupo
A, en el medio con EGF+IGF-I (60,3 %)
es mas elevado que en el tratamiento control
(36,5 %, p<0,01). Los porcentajes de madura-
cion en los oocitos sin celulas del cumulo no
presentan diferencias significativas entre nin-
guno de los tratamientos realizados. Se de-
muestra que la utilizacion de EGF+IGF-I
incrementa los valores de maduracion in vitro y
que este efecto se ejerce a traves de las celulas
del cumulo que rodean al oocito bovino.

Palabras clave: Factores de crecimiento, EGF,
IGF-I, Maduracion in vitro, Oocito bovino.
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