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Resumen

El material _biologico (ovarios), se obtuvo de vacas y novillonas Bos indicus,
sacrificadas £en el Frigorifico y Empacadora de Tabasco, en la Ciudad de
Villahermosa. Se’recuperaron 1877 complejos cumulus oocito para la produccién in
vitro de embriones,| estos fueron divididos al azar en un arreglo factorial 2 x 3 para
ello, se ha evaluado Ja~influencia de dos suplementos proteicos (suero fetal bovino
(SFB), albumina sérica povina (ASB-LAG) y su combinacién) en el medio de cultivo
de oocitos, con el objetivo de' evaluar la influencia de la concentracion de oxigeno
fueron incubados en dos tensiones (20% y 5%). Para evaluar las diferencias entre los
tratamientos se procedié al recuento de zigotos divididos 48 horas post-inseminacion,
porcentaje de blastocistos en dias;7 de cultivo asi como blastocistos totales y nimero
total de células por blastocisto. Los 'datos fueron analizados mediante prueba de
Tukey's y de Fisher (P<0.05). No se obtuvo diferencia significativa [P>0.05] para la
tasa de divisiones entre atmosfera.(87.24%, 89.46% respectivamente) la mayor tasa
de blastocistos al dia 7 post fecundaciongCon una tension de oxigeno del 5%
(41.64%,) comparado con la tensién “de, oxigeno _del 20% (19.93%) mostrando
diferencia estadistica. [P<0.05]. Los resdltados obtenidos en los tratamientos que
contenian SFB se ven favorecidos en las,/dos atmesfera, marcando diferencia
significativa en la tasa de obtencion de blastocistos parayla de 20%0O que fue de
21.9%, 22.7% y 23.5% (ASB, SFB y ASB-SFB respectivamente) y para la de 5%02
fue de 06.9%, 16.8% y 11.8% (ASB, SFB y ASB-SFB respeectivamente). El disminuir
la concentracion SFB y la suplementacion de ASB-LAG en ‘elsmedico de cultivo
embrionario en las dos atmosferas (20% y 5% O2) no se encontrd diferencia
estadistica [P>0.05] en el nimero de gotas lipidicas citoplasmaticas. \Con estos
resultados podemos concluir que el cultivo de los oocitos bovinosyen medio
suplementados con SFB en condiciones de baja tension de oxigeno, no nes’permite
eliminar el suero, comprometiendo el posterior desarrollo hasta el estadey de

blastocisto.

Palabras clave: Suplementos proteicos, tensiones de oxigeno, produccion in vitro.



1. INTRODUCCION

El proceso de fecundacion consiste en la fusion de los gametos masculino y
femenipo ypara formar un cigoto, ademas es un proceso doble; incluye la
activacion .del owlo por el espermatozoide y la introduccién del material
hereditario del padre al o6wvulo (Gordon, 1994). Con el estudio vy
perfeccionamiento, *de diversas técnicas éste proceso ha sido realizado
artificialmente encamaras de cultivo en condiciones definidas lo que se conoce
con el nombre de‘“fecundacion in vitro (FIV). En la actualidad est4 técnica
ofrece la posibilidad des0Obtener embriones a bajo costo para ser utilizados con
fines de estudios (desarrellorembrionario temprano, transgénesis, clonacién) o
con propdsitos comerciales.”Emveterinaria es muy Util para el mejoramiento de
las razas y por lo tanto una buena herramienta para obtener una gran cantidad

de embriones de manera rapida y.economica.

No obstante el éxito de la ENV»>depende de la obtencion de embriones de
calidad, de forma general los embriones cultivados in vitro tienen presencia de
células oscuras, granuladas en la/masa celular_interna (MCI) (Bavister et al.,
1992; Krisher et al., 1998) y la @cumulacién: anormal de gotas lipidicas
intracitoplasmaticas (Shamsuddin y Radriguez-Martinez 1994; Dorland et al.,
1994; Thompson et al., 1995; Abe et al., 1999). Esté\Ultimo fenédmeno puede
estar influenciado por las condiciones del cultivo (Dorland et al., 1994).
Diversos autores sugieren que la presencia de suero fetal bovino (SFB) en el
medio de cultivo causa una sintesis excesiva (activa) o_una acumulacion
(pasiva) de triglicéridos en el citoplasma embrionario (Ferguson'y Leese 1999).
Estos cambios en el contenido de lipidos disminuyen la eficiencia de la
respuesta a la vitrificacion, evaluada mediante la re-expansion del blastocele
(Massip et al., 1995; Mucci et al., 2006; Pereira y Marques, 2008)..y el
mantenimiento de este (Rizos et al., 2003), inclusive la presencia de Suero,
altera la expresion génica (Niemann y Wrenzycki, 2000; Rizos et al., 2003) y
disminuye la tasa de eclosion de los embriones (Rizos et al., 2003; Mucci et al:,
2006). Por ello, en los medios actuales se pretende la eliminacion del SFB por

ser considerado un compuesto altamente variable e indefinido (Gardner y Lane



1998). Al sustituir los medios de cultivo con una macromolécula semi-definida
como es el caso de la albumina sérica bovina libre de acidos grasos (ASB-
LAG)”y aminoacidos con ello se pretende disminuir los efectos nocivos que se

ocasiopan.en el desarrollo embrionario (Thompson, 1997).

Aunque la funcion que puedan desempefiar dichos lipidos no ha sido aclarada,
diversos trabajos han demostrado una mejora significativa de la vitrificacion de
los blastocistos”obtenidos tras el cultivo de zigotos sometidos a delipidacion o
desplazamiento de _dichos lipidos citoplasméaticos (Diez et al., 2001; Leibo et
al., 1995). La disminucidn de lipidos abriria la posibilidad de obtener una mejor
tasa de recuperacion a’la desvitrificacion, reflejada en mejores porcentajes de
gestacion para este tipo desembriones, ampliando considerablemente su uso y

comercializacion.

Debido a lo anterior en el presente~trabajo de investigacion se suplementara el
medio de cultivo con 5% de SFB-{(5% menos que en las concentraciones
habituales) y .05% de BSA/libre de..acidos grasos donde el efecto de la
disminucion de lipidos se ha aSaciado consun bajo indice de apoptosis (Sudano
et al., 2008), mayor criotolerancia-y.un patron‘de expresion génica relacionado

con calidad embrionaria (Rizos et al; 2003).

Por otra parte, se debe tener en cuenta que las condiciones atmosféricas es un
parametro biofisico que también influye en la produceién de embriones in vitro
(PIV). La concentracion de oxigeno usada en la PIV es nucho mas alta que las
condiciones existentes en los foliculos ovaricos (Godsenry Byatt-Smith, 1986).
Donde se ha observado que a baja tension de oxigeno dismintye la formacién
de especies reactivas de oxigeno (EROs) sustancias que provocan grandes
efectos nocivos en la célula (Herradon et al., 2007). Por lo tante; se plantea
cultivar en atmdsfera con bajo contenido de oxigeno (5%) durante el desarrollo

embrionario.



1.2/0BJETIVO GENERAL.

Evaluar la’calidad de embriones bovinos producidos in vitro mediante el empleo
de medioslibres de &acidos grasos y baja concentracién de oxigeno en su

cultivo.

1.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1.1. Evaluar el desarrollo embrionario con la obtencion de las tasas de
clivaje y de blastocistes-al dia 7»pos fertilizacion, suplementados en
el medio de cultivo con' SFB ylo,ASB libre de &cidos grasos en

atmosfera con baja tension de oxigeno.

1.2.1.2. Comparar el grado de acumulacion de lipides intracitoplasmatico

entre tratamientos de los embriones obtenidos en elcultivo in vitro.



1.3HIPOTESIS.

El empleo de medios de cultivo libres de Suero Fetal bovino y baja

concentracién de oxigeno en el desarrollo embrionario, sera benéfico para

mejorar la calidad de los embriones in vitro para su vitrificacion.

1.3.1. HIPOTESIS ALTERNAS

1.3.1.1.

1.31.2.

La sustitucion de~Suero fetal bovino en el cultivo embrionario por
Albumina sérica bovina libre. de acidos grasos reducira la
acumulacion de lipidos_intracitoplasmaticos. No existe relacion que al
sustituir el suero fetal bevino por(albumina sérica bovina libre de

acidos grasos reducira la acumulacion de lipidos.

El cultivo de embriones bovinos en atmdésfera .de oxigeno reducido
produce embriones de mejor calidad. La disminuciéon de oxigeno en
la atmosfera del cultivo embrionario no sufrira efeCto alguno en la

calidad embrionaria.



2. ANTECEDENTES

21. Produccioén in vitro de Embriones Bovinos.

La producciéon in vitro (PIV) pretende obtener embriones fuera del aparato
reproductor ‘de la hembra bovina, involucrando la manipulacion cuidadosa de
los oocitos y los~espermatozoides en un ambiente 6ptimo para el desarrollo de
embriones viables..y de calidad. @ Completando tres etapas biolégicas
importantes: maduracion in vitro (MIV), fertilizacién in vitro (FIV) y cultivo in vitro
(CIV) (Hafez y Hafez, 2004). Unos de los puntos a considerar en dicho proceso;
incluyen composicion™ de slos medios de cultivo, atmoésfera gaseosa,
temperatura y ligera exposicion al medio ambiente. Estos deben perfeccionarse
para las especie de interés;.per ejemplo embriones y gametos bovinos en el
cultivo tiene éxito a mayores temperaturas y requieren de mas calidad en la
incubacién en comparacion al cultivar embriones de ratones (Gardner et al.,
2004).

Con el nacimiento del primer becerro.producido in vitro despertd un gran interés
de varios laboratorios a nivel mundial-en la produccion de embriones in vitro.
En la actualidad demuestra ser una )biotecnologia con mayor potencial
aplicativo en la produccion bovina, ya que representa-una alternativa, respecto
a las técnicas utilizadas para la produccion de embriones in vivo (Gordon and
Lu, 1990; Hasler, 1993; Looney et al., 1994).

Los embriones PIV han demostrado que la transferencia de €stos, a hembras
receptoras permite lograr tasas de gestacion y de nacimiento de terneros vivos,
similares a las obtenidas con embriones producidos mediante ¢programas
MOET (multiovulacién y transferencia de embriones) (Brackett y et al.,/1982;
Goto y et al., 1988; Sirard y et al., 1988; Fukuda y et al., 1990; Monson y.et al.,
1992). Esta técnica presenta numerosas ventajas: reduce los costos~ de
produccién de los embriones, acorta el intervalo intergeneracional acelerando
los programas de mejora genética, posibilita la obtencién de descendientes de
hembras que deben ser sacrificadas, permite aplicar técnicas de diagndstico

preimplantacional para identificar variantes alélicas de algunos genes de



interés productivo y favorece el aprovechamiento de semen sexado (Herradén
et al,, 2007).

Por medio de esta biotécnica se puede obtener una produccion media de una
gestacion’ por vaca semanal, lo que permite una rapida multiplicacion de
genotipos (superiores previamente seleccionados y una disminucion en el
intervalo de gestacion, propiciando una mayor intensidad de seleccion que nos
proporciona el proceso de transferencia de embriones. Se estima que la PIV
puede aumentar la“ganancia genética anual por encima del 10%, cuando se
aplica correctamente, gprincipalmente por posibilidad de cruzamiento factorial,
disminuyendo la taza de consanguinidad y el uso en hembras pre puberes
(Serapido et al., 2006). ©Otras muchas técnicas, como la transferencia de
embriones, la preseleccién delisexo, la clonacion y la produccién de animales
transgénicos solamente son posibles cuando disponemos de un procedimiento
capaz de garantizar la produccién«entinua de un gran nimero de embriones y
su supervivencia fuera del ©rganismo_hasta el momento de ser transferidos a

una receptora.

Sin embargo, esta técnica es todavia poco_eficiente ya que el nimero de
blastocistos obtenidos a partir de los 0ocitos_sometidos a la maduracion,
fecundacion y cultivo in vitro es bajo,+lo que dificulta su utilizacion a gran
escala.

Asi, el porcentaje de oocitos fecundados que llegan a evolucionar a embriones
transferibles se encuentra estancado entre el 30 y 40%, lofquer indica que las
condiciones utilizadas durante el proceso de produccién de embriones in vitro
no son capaces de reproducir los microambientes que existen in vive:sDebido a
ello son de una calidad inferior, presentando diferencias estructurales,

funcionales y en su expresion génica (Dieleman et al., 2002).



2.2. Maduracion in vitro.

La_maduracion es un fenbmeno complejo durante el cual el oocito progresa
desde_el estadio de Diploteno hasta la MIl. Cuando el oocito completa todos
estos cambios con éxito se habla de competencia meiotica (Arlotto et al., 1996).
Ademas de./la maduracion nuclear, es necesario que el ovocito también
alcance la maduracion citoplasmatica que es la capacidad que adquiere para
que después de la penetracién espermatica lleve a cabo la formacion de
prondcleos y el desarollo embrionario temprano (Hafez y Hafez, 2004). En el
proceso de MLV, los s00citos aun inmaduros retoman la meiosis cuando son
retirados del ambiente folicular ya que se eliminan las sustancias inhibitorias
presentes (Sirard et al., 2006). Por lo tanto, los oocitos deben ser colocados

rapidamente en un medio de ‘cultivo adecuado.

Se han desarrollado desde solucienes simples de sales balanceadas hasta
medios complejos para la maduracion.de-oocitos, basandose en los elementos
gque estan presentes in vivo para proporcionar las condiciones ideales con el fin

de obtener el mayor porcentaje de-gocitos madurados (Sun et al., 2003).

2.2.1. Medios de maduracién in vitro.

El establecimiento de un medio de MIV eficiente qué promueva una correcta
maduracion es un factor importante. En la maduracion de oocito bovino
normalmente se utliza el medio TCM 199 con sales Earles Por otro lado
algunos grupos de investigaciéon han utlizado el SOF (Fluido sintético de
oviducto) también para la MIV de los oocitos. Lechniak et al., (2002)-0bservaron
gque es posible llevar a cabo la MIV con SOF en ausencia de macromoléculas.
Estos medios pueden ser modificados de acuerdo con los protocolos de cada
laboratorio, pudiendo ser suplementados con diferentes fuentes de energia:
Glucosa o Piruvato, fuentes proteicas: SFB (Suero fetal bovino)y ASB-EAG
(Albumina sérica bovina libres de acidos grasos) o macromoléculas sintéticas
como alcohol polivinilico (PVA) y polivinilpirrolidona (PVP) (Ali y Sirard, 2002),
bicarbonato de sodio; L-glutamina; hormonas LH y FSH (Goncalves et al.,

2001; Sirard et al., 2006); antioxidantes; factor de crecimiento epidérmico



(EGF) y factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1). También se puede
suplementar el medio con otras sustancias de maduracion (roscovitne,
butirelactona-1) que detienen la Meiosis, como una funcion para aumentar el
tiempaspara completar la maduracién citoplasmatica del oocito in vitro, y por lo

tanto mejorar su competencia (Rodriguez y Farin, 2004).

2.3. Fertilizacioén, in vitro.

La produccion de_embriones bovinos por medio de FIV fue descrita
originalmente por Lu‘etal., 1987, y existen numerosos reportes de nacimientos
obtenidos de esta manera (Goto et al., 1988; Xu et al., 1987; Romo, 1997).

La fertilizacion es el proce€so.de la reproduccion sexual en el que comprende
una serie de eventos que octurren en un orden cronolégico y que llevan a la
incorporacion del material genetico, del espermatozoide en el citoplasma del
oocito, dando origen a la formacidn-de un cigoto (Alberts, 2002). Para que se
lleve a cabo la fertilizacion/in_ vitro..es) necesario: que los oocitos hayan
madurado correctamente, hayapcalcanzade' la metafase Il (Mll), que el semen
haya sido capacitado, se lleve -a/cabo la_sreaccion acrosomal (RA), que se
utilicen los medios y las condiciones’adecuadas{Gordon, 1994).

Al fusionarse el espermatozoide con elfoocito, sesproduce una serie de eventos
morfolégicos y bioquimicos que constituyen el proceso de activacion y por
consiguiente el inicio del desarrollo embrionario: Al fusionarse el
espermatozoide con el oolema, se activa la ruta del_inositoltrifosfato que
provoca un aumento de calcio (Ca*? ) en el citosol, esta’reéaccién se inicia
desde la region donde ocurrié la penetracion y se extiende al resto del oocito.
La liberacién de los iones de Ca* produce la exocitosis de los, granulos
corticales (GC). O de igual forma para evitar la penetracion de¢mas de un
espermatozoide, ocurre un bloqueo primario o vitelino debido a una_rapida
despolarizacion de la membrana. El bloqueo secundario ocurre despues,
cuando el contenido de los granulos corticales, enzimas hidroliticas;
proteinasas y peroxidasas son liberadas en toda la superficie del oocito
provocando la hidrélisis parcial de las proteinas de la zona pelucida (ZP)
(Goncalves et al., 2001).



2.3.1. Medios de fertilizacién in vitro.

Después del periodo de maduracion, los oocitos con expansion de las complejo
oocitoss eumulus (COCs) se lavan y se transfieren al medio de fertilizacion.
Algunos de los medios de FIV mas utilizados son: TCM-199, Hams F10 y F12,
medio modificado de Brackett, medio modificado de Tyrode y SOF. La LH
mejora la calidad de los oocitos y aumenta el porcentaje de FIV. La FSH
aumenta la expansion de las células del cumulus, ayudando a alcanzar
mayores porcentajes de capacitacion esperméatica y de FIV, ademas aumenta
los porcentajes de desarrollo embrionario temprano (Gordon, 1994; Izadyar et
al., 1998).

2.4. Cultivo in vitro.

Después de transcurridas las 18 a-24 horas de la FIV, se evalla el proceso
para realizar el cambio de 16S/COCs al.medio de desarrollo, donde permanecen
hasta llegar al estadio de blastocisto. E¥medio de cultivo de embriones in vitro
debe cubrir las exigencias de-los mismes. para que su calidad no sea
comprometida. Este periodo tan importante incluye las primeras divisiones y la
activacion del genoma embrionario cuande el embrion se encuentra entre las 8
y 16 células. También incluye la compactacion de”la moérula en el dia 5 de
desarrollo embrionario, donde se lleva acabo el establecimiento del contacto
célula-célula y la formacion del blastocisto en el dia 6 6“7>con la diferenciacion
de 2 tipos de células: el trofoblasticas y la masa celular interna. Cualquier
modificacion en el ambiente del cultivo embrionario puede afectar una o todas
las etapas, pudiendo interferir con la calidad de los embrionesproducidos
(Lonergan, 2007).



2.4.1. Medios de cultivo in vitro.

Hasta el afio 2000, los medios mas utilizados para la produccién de embriones
fueron_el TCM-199 y Menezo B2, junto con sistemas de co-cultivo y con 10 %
de SFB./Posteriormente se utilizaron medios semi-definidos para el desarrollo
embrionario).como el SOF-citrato y 5 % de SFB. Sin embargo, en los Ultimos
afios es comun, utilizar medios definidos o semi-definidos, ya que se ha
comprobado que los medios completamente definidos y libres de proteinas
resultan ser eficientés-para el desarrollo embrionario (Krisher et al., 1998).
Dentro de los suplementas, utilizados en los medios de desarrollo para bovinos,
se encuentran el SVE (Murzamadiev et al., 1983) y la ASB (Gardner et al.,
1998). Los derivados de flgidos corporales, como el SFB y la ASB son los méas
utilizados. Tanto el suero come la ASB contienen una mezcla indefinida de
proteinas, factores de crecimiento0 péptidos, que estimulan el crecimiento
embrionario. Estos derivados, al igual que el co-cultivo con células soméaticas
permiten conseguir porcentajes aceptables de desarrollo embrionario. En los
primeros medios de desarrolle~yusades+"en los sistemas de co-cultivo en
borregas y bovinos, se usaron células de oviducto pero se ha demostrado que
diversas células somaticas son capaeces de_proveer un sistema de cultivo
efectivo para las necesidades de los embriones (Gordon, 1994).

Para el cultivo de embriones se emplean varies amedios que deben ser
suplementados con proteinas, sustratos energéticos, aminoacidos esenciales y
no esenciales. A pesar de que el suero y la albumina son comunmente
adicionados a los medios como fuentes proteicas para mejorar la eficacia del
cultivo se han realizado muchas investigaciones con diferentes sustitutos del
suero y del ASB por macromoléculas definidas, los resultados obtenidos con
estos substitutos siguen siendo inconsistentes e inferiores a los obtenidos con

proteinas séricas (Nedambale et al., 2006).
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2.5. Caracteristicas del sistema de cultivo in vitro.

Nagai,, (2001) reporta que los medios de cultivo no solamente requieren de
nutrientes, particulares para el desarrollo del embrién, si no también debe ser
ajustada/a-fisiologia osmoética, temperatura, concentraciones de gas y pH. Hoy
en dia existevuna amplia cantidad de datos que demuestran que el ambiente de
cultivo de los, embriones producidos in vitro puede producir efectos en la
expresion de los~genes de los embriones, que por tanto puede tener
implicaciones en la~normalidad de los blastocistos (Oliveira et al., 2006). El
periodo de preimplantacion inicial representa una ventana de desarrollo
durante el cual la expresién‘genética del embrion puede estar predispuesta a

programaciones aberrantes. (Lonergan et al., 2007).

2.5.1. Condiciones de osmolaridad en el cultivo in vitro.

La osmolaridad final de los medies de-etltivos debera de cubrir el requerimiento
ideal para los embriones de mamiferos que se encuentre en el rango de los
270 y 290 mOsm (Gordon et al., 1994) el cual es menor a la que se mide en los

fluidos del tracto reproductor.

2.5.2. Condiciones de temperatura en el cultivo insVitro.

La temperatura es un factor de importancia para considerar en la produccion de
embriones, es necesario mantenerla constante ya que“losS embriones se
desarrollan mejor a la temperatura corporal de las diferentes especies (Lenz et
al., 1983). Para los embriones bovinos se recomienda mantener controlada en
un rango de 37.5° a 38.5° (Gordon et al., 1994). No obstante que embriones de
la mayoria de las especies soportan ligeras variaciones de temperatrd €omo
es el caso a la hora de retirarlos de las incubadoras, lo ideal es pretender
mantener lo mas cerca posible a la temperatura corporal, usando cuartos tibios;

cajas de cultivos tibias, platinas tibias entre otros.
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Existen reportes que repetidas fluctuaciones en temperatura durante la
producciéon in vitro provocan dafios irreversibles en el embrién. (Hernandez-
Cerdn'et al., 2004; Sugiyama et al., 2003)

2.5.3. Condiciones de la atmésfera en el cultivo in vitro.

El manejo de, les niveles de oxigeno en el ambiente de incubacién durante la
maduracion in vitro, juega un papel muy importante en el desarrollo, debido a
que se ha encontrade, que oocitos madurados al 2% de oxigeno aumentan la
tasa de apoptosis en“el.estado de blastocisto comparado con un 5% de
oxigeno (Banwell et al., 2007). Ademéas el efecto de la concentracion del
oxigeno ha sido evaluado durante el desarrollo embrionario in vitro en caprinos
y bovinos, reportando que en_las concentraciones que oscilaban entre el 4% y
el 8% de oxigeno se encontrarondes mejores porcentajes de clivaje (23-29%)
(Thompson et al., 1990).

Dentro de las condiciones atmasféricas estandar usadas en los sistemas de
produccion de embriones in vitro=se.ha venido. empleando un 5% de CO2 en el
aire, es decir con oxigeno atmosférice~(20%).(Leibfried y First, 1979; Lu et al.,
1987) y la combinacion de 3 gases 5% CO2, 5% 02 y 90% N2 (Younis et al.,
1989; Pavlok et al., 1992), en ambos casos con una_humedad relativa cercana
al 100%. La atmosfera de 5% de CO2 durante el cultivolin vitro de embriones,
es necesario para mantener el pH correcto en los medios de cultivo para
amortiguar y simular el pH fisiolégico (justo por debajo de 7.5) (Gordon, 1994).

Los trabajos realizados en la especie bovina han descrito la existencia de
efectos beneficiosos (Hashimoto et al., 2000) lo que podria produciruna mejora
del desarrollo embrionario. Incluso se ha podido asociar a una reduccion de la
tasa de aneuploidias en embriones de raton (Bean et al., 2002). O perjudiciales
(Pinyopummintr y Bavister, 1995; Watson y et al., 2000; De Castro e Paula~y.
Hansen, 2007). El efecto potencialmente negativo que ejercen los altos niveles
de O2 sobre los embriones podria deberse a la generacién de radicales libres
(O2) (Goto et al., 1993), capaces de inducir dafios tanto en la membrana

plasmatica como en las distintas estructuras celulares (Kwon et al., 1999), asi
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como a nivel del ADN (lwata et al., 2000), y/o alteracién de la expresion
genética (Harvey et al., 2004). Este efecto deletéreo puede ser controlado
mediante la adicion de antioxidantes a los medios o bien por la reduccién de
los niveles.de oxigeno en los incubadoras (Fujiwara et al., 2007; Meintjes et al.,
2009).

La baja concentracion de oxigeno también ayuda a evitar el crecimiento de las
especies reactivas.de oxigeno (EROs). Las EROs corresponden a un grupo de
especies quimicas’ne, estables que mediante reacciones en cadena toman o
ceden electrones de jmoléculas esenciales para la vida celular alterando su
funcionalidad y dando ‘origen a otros radicales quimicamente mas agresivos,
amenazando asi la estabilidad. de los sistemas vivos. Numerosas patologias se
han reportado como causa de_este fenémeno entre ellos dafios en membranas
celulares, organelos y ADN (Fujicet al., 2005). Sin embargo en el oocito y
células del cumulo se ha detectados la expresion de enzimas antioxidantes
como el superoxido dismutasa (SOD); glutation peroxidasa y catalasa,
sugiriendo que el oocito tiene”la“capacidad de controlar el aumento de EROs
(Cetica et al., 2001) a pesar de esto el edltivo en condiciones de 20% de
oxigeno requiere suplementos antioxidantes en.el medio de cultivo tales como;

mercaptoetanol, vitamina E y vitamina € (Dalvit et-al., 2005).
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2.6. La utilizacion de suero como medio de cultivo en oocitos-embriones.

Eluso de suero fetal en el medio de cultivo embrionario es empleado como
fuente <de, nitrogeno para los embriones pre-implantados (Keskintepe vy
Brackett,/1996), sin embargo, este 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, agentes quelantes de
metales pesados’y.factores de crecimiento como algunos de sus componentes
(Gardner et al., 1998). Dichos efectos han sido caracterizados desde benéficos
para la competencias del desarrollo de oocitos y embriones como una
aceleracion del desarrollo embrionario (Gomez y Diez, 2000), asociado a un
nimero mayor de células €mbrionarias (Fouladi-Nashta et al., 2005) y a una
mejora en la tasa de produceidn y eclosion (Gémez y Diez 2000). Hasta
contraproducentes para el desamollo in vitro, como anormalidades fetales y
placentarias, asi como el nacimiente-de becerros con peso excesivo (sindrome
del becerro gigante) que son causa de.distocias (Hoshi, 2003). Lo cual genera
variaciones en la composicién<de los/ medios utilizados e interfiere con la

reproducibilidad de los resultados-ebtenidos.

Algunos otros efectos negativos que han sido atribuidos al uso de suero en los
medios de cultivo son: excesiva produccion de lactato, presencia de células
oscuras y granuladas en la MCI (Bavister et al., 1992; Krisher et al., 1998),
aumento de células apoptéticas (Byrne et al., 1999), menor sintesis proteica,
disminucion tanto de la relacion células de la MCI: células¢trofeblasticas como
del ndmero de complejos de union entre las células embrionarias y la
acumulacion anormal de gotas lipidicas intracitoplasmaticas (Shamsuddin y
Rodriguez-Martinez, 1994; Dorland et al., 1994). Estos cambios )y en el
contenido de lipidos disminuyen la eficiencia de la respuesta a la vittificacion,
evaluada mediante la reexpansion del blastocele (Massip et al., 1995; Mueci, et
al., 2006; Pereira y Marques, 2008) y el desarrollo embrionario (Rizos et al
2003). A pesar de esto, se sabe que la presencia de SFB en los medios
aumenta el porcentaje de produccion de blastocistos. Sin embargo se
desconoce la concentracion de acidos grasos, factores de crecimiento,

aminoacidos y vitaminas que estan presentes en el SFB ya que esta puede
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variar entre los lotes y afectar de forma variada el desarrollo de los embriones
(Gutierrez Adan et al., 2001).

2.7. Laatilizacion de albumina sérica bovinalibre de acidos grasos.

La adicion de albumina sérica bovina (ASB) aporta a los embriones algunas de
las caracteristicas protectoras faltantes en los sistemas definidos, ademas de
algunos nutrienteés..importantes como aminoacidos, acidos grasos y citrato
(Blake et al., 2000)” L.a ASB puede ser sometida a extraccion de &cidos grasos
y otros componentes) .lipoflicos con solventes organicos, haciendo
esencialmente libre de &cidos grasos. La ASB-LAG ha sido usada
ampliamente en medios de cultivo, con resultados aceptables. Aunque aun es
indefinida es mucho menos‘variable que el suero. Los medios conteniendo
ASB-LAG son genéricamente conacidos como medios semi-definidos.

Diversos investigadores (Abe et aks=1999) obtuvieron mejores porcentajes de
poscriopreservacion en embriones produeidos en medios suplementados con
ASB-LAG vy libres de suero; independientemente del sistema de
criopreservacion empleado. Si bien.no estad totalmente claro cual es el papel
intracelular por el que actuarian 1a~albumina’ y el suero, algunas de sus
propiedades fisicas podrian ser reemplazadas® mediante la utilizaciéon de

sustancias definidas.

2.8. Origen de los lipidos intracitoplasmético en embriones‘in vitro.

El origen de la acumulacion de gotas lipidicas intracitoplasmaticas en los
embriones producidos in vitro, cultivados en medios suplementados-con SFB,
actualmente es desconocido, aunque existen dos teorias que“-poedrian

explicarlo:
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La presencia de suero genera un efecto dafino sobre la estructura
mitocondrial, lo cual, al producir alteraciones morfolégicas y funcionales en este
organ€lo provocaria una acumulacién anormal de gotas lipidicas, producto de

alteraciones en su metabolismo (Dorland et al., 1994).

La segunda“teoria se basa en la capacidad de captacion de acidos grasos,
fosfolipidos ytriglicéridos por parte de las células somaticas en cultivo, podria
inferirse que la _acumulacion de lipidos intracitoplasmicos por parte de los
blastomeros se deberia a la incorporacién de lipoproteinas presentes en el
suero adicionado a“-los.medios de cultivo (Thompson et al., 1995, Abe et al.,
1999).

Sata et al., (1999) refuerzan la.segunda teoria, al informar que el perfil de
acidos grasos contenidos €n«los embriones desarrollados en medios
suplementados con SFB es similar al que caracteriza al suero utilizado,
diferenciandose de los encontrados\en los embriones producidos en medios de
cultivo libres de SFB. Estos autores concluyeron que la acumulacion de &cidos

grasos saturados de cadena larga e insaturados son de origen sérico.

Se ha demostrado que la acumulacion-de lipidos intracitoplasmaticos comienza
a disminuir a partir del estadio de morula, coincidiendo con la aparicion de
mitocondrias maduras, pudiendo cumplir de este“modo la funcion de reserva
para momentos de gran demanda energética, como [0 es la formacion del
blastocele (Abe et al., 1999). Por el contrario en presencia de suero la
acumulacion lipidica aumenta a partir del mencionado eStadio (Ferguson y
Leese, 1999). Estos resultados plantean una interrogante acerca de cual es el
papel de las gotas lipidicas en el citoplasma de las células embrionarias ya que
su eliminacion no produce una disminucion en la tasa de producgion, sino al

contrario mejora su calidad en términos de crioresistencia.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. lOcalizacion.

El material_biol6gico (ovarios) se obtuvo de vacas y novillonas Bos indicus
sexualmentezmaduras, sin considerar su estado reproductivo, sacrificadas en el
Frigorifico y Empacadora de Tabasco, el cual esté localizado en Villahermosa,
en el Municipio de_.Centro del Estado de Tabasco, con una latitud norte de 17°
50' 05" y longitudoeste de 92° 55' 09" a una altitud de 9 msnm. El clima es
calido-himedo-seco yda‘temperatura media anual es de 27 °C y la temperatura
maxima promedio es de 36 °C. La precipitacion media anual es de 2550 mm y

la humedad relativa media@€s de 95.5%.

3.2. Traslado de los ovarios al laboratorio.

Los ovarios se retiraron aproximadamente 10-min después del sacrificio y se
transportaron en un periodo maximo_de 2 horas, al laboratorio ubicado en la
zona centro de la capital del estado, conservandolos a una temperatura de 20 a
25° C, en solucion salina fisiologica (SSF) (Na€l 0.9% en agua destilada)

adicionada con 0.1% de antibiéticos penicilina-estreptemicina (P/E).
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3.3. Coleccion de oocitos.

Alllegar al laboratorio de Fertilizacion in vitro, los ovarios se lavaron dos veces
con solucién salina fisiologica (SSF) a temperatura ambiente (20 a 25 °C). Las
COCs se’obtuvieron a partir de foliculos de 2 a 8 mm de diametro utilizando el
método de aspiracion con jeringa hipodérmica de 10 mly aguja hipodérmica de
calibre 18 x 1.5 pulgadas (BD).

El liquido folicular_.obtenido de cada foliculo aspirado se depositd en tubos
conicos de 50 mI(SARSTEDT). Se dej6é sedimentar durante 15 min, el botdn
resultante se coloco eny una caja de petri (SARSTED) bajo el microscopio
estereoscopico (Olympus), se evaluaron morfolégicamente (75x) dentro de una
campana de flujo laminar (ESCO). Solamente aquellos oocitos de categorias 1
a 3 (viables) de acuerdo a la_eglasificacion de De Loos et al.,, (1989) que se
basa en la apariencia citoplasmatica y el nimero de capas de células

foliculares que rodean al oocito. (ANEXO 1)

3.4 Diseio experimental.

Cuadro 1.- Distribucion de los tratamiente”acevaluar en arreglo factorial
2X3.

Atmosferas
5%C02-20%0 5%C0245%02+ 90% N2
Medios COCs Medios COCs
ASB-LAG 342 ASB-LAG 469
SFB 298 SFB 423
E:X?Btrol: SFB + ASB- 239 E:Xgrol: SFB + ASB- 200

COCs.- células de cumulus. ASB-LAG: Se adiciono con 0.5% de albumina sérica bovina“ libre
de acidos grasos. SFB: Se subministro 5% de suero fetal bovino. SFB+ASB-LAG: Se adicionoe
suero fetal bovino mas albumina sérica bovina libre de acidos grasos.
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Para el presente trabajo se recogieron 1879 COCs los que fueron distribuidos
mediante un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 3; tomando
como~factores las dos atmdsfera y los tres medios de cultivo. Se midio el efecto
del medio de cultivo y la atmosfera, sobre el desarrollo embrionario y la
cuantificaCion de gotas de lipidos citoplasmaticas (Cuadro 1).

Los oocitas\ fueron madurados y fertilizados de igual forma para todos los
tratamientos manteniendo una temperatura de 38.5 °C con una atmdésfera 5 %
de CO2 en aire y. saturacion de humedad, conservando estas condiciones

hasta la fase de FIV.

3.4.1. Variables evaluadas.

Las variables medidas fueron: la-tasa de divisibn de los oocitos post-
fertilizacion 48 horas (Clivades) y el poreentaje de blastocistos totales (desde
jovenes a eclosionados) el diascconsiderando el dia de fertilizacion como dia
cero (D0O). De igual forma—/'se evaluaron los niveles de lipidos
intracitoplasmaticos en las estructtras, bioldgicas estudiadas, asi como las
diferencias entre los grupos de atmosfera de los embriones producidos en cada
uno de los medios suplementados con SFB, ASB-LAG:0 SRB+ ASB.
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3.4.2. Maduracion in vitro.

Para la fase de maduracion in vitro (MIV), los oocitos fueron colocados
aleatoriamente, utilizando como medio de maduracion TCM-199, adicionado 1
pl de FSHImI; 10 pl LH/mI, 500 pl de suero fetal bovino y 5 pl/ml de antibiéticos
en cajas de petri de 35 x 10 mm en gotas de 90 yl de medio cubiertas con
aceite mineral «€olocandose 25 oocitos por gota, se incubaron durante un
periodo de 23:00+%:00, horas.

3.4.3. Fertilizacion in vitro«

La fertilizacion se realizd en gotas,de 90 yl de medio de FIV (Tris-Buffered-
Medium, TBM) fracciéon V libre ‘de acidos grasos, piruvato, antibidtico y
cubiertas con aceite mineral.

Los oocitos madurados fueron \transferidos, a las cajas destinadas para la
fertilizacion, una vez depositados/ en+las Cajas.de FIV, se llevd a cabo la
descongelacion del semen. Cada pajilla de “Semen se descongelo en bafio
maria a 35° C por 30 segundos y bajo‘elsmicroscopio de contraste de fases se
analizé el porcentaje de motilidad espermatica post-désecongelacion.

Se procedi6 a lavar el semen por centrifugacién en un tubo de 15 ml a 500 rpm
por 5 min, con 2 ml de medio TL. Al término de la centrifdgacion se desecho el
sobrenadante y se afadieron 2 ml de medio FIV suplementado _con 0.03 mg/ml
de Penicilamina e Hipotaurina para estimular la motilidad asi como de Heparina
para inducir la capacitacion espermatica; posteriormente se llevé”a cabo una
segunda centrifugacion durante 5 min a 500 rpm. Terminadas esta
centrifugacion, el boton celular obtenido se re-suspendié en 30 yl de medio de
fertilizacion. Después se realiz6 el conteo espermatico de la muestra de semen,
por medio de un hemocitometro (VWR-15170-170/15170-321), un microscopio
optico 400x (Olympus,) y un contador de células (VWR-36934-12), para

determinar la concentracion espermatica de la muestra obtenida.
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Los oocitos y los espermatozoides permanecieron durante un periodo de 18 a

24 hoeras bajo las condiciones antes mencionadas.

3.4.4 LCulftivo in vitro.

Una vez transcurrido el periodo de fertilizacion, los oocitos se lavardn 1 vez en
medios TL y dos _veces en gotas de 50 pl de medio SOF y se colocaron en
gotas 100 pl de medio de desarrollo SOF adicionado las diferentes fuentes
proteicas: segun fue‘el"caso: a) Albumina sérica Bovina .5% (ASB), b) Suero
Fetal Bovino .05% (SFB) Y ) Albumina sérica bovina mas Suero Fetal Bovino
(ASB+SFB), posteriormente fueron cubiertas con aceite mineral, en cajas de
petri de 35 x 10 mm.

Se colocaron gotas de 25 probables cigotos en 100 pl de medio de desarrollo,
suplementado con aminoacidos esenciales y no esenciales y 0.1% de P/E
(Thompson, 1997), un grupo de placas.que fueron colocadas en estufa de 5%
Bioxido de Carbono (CO2) -20%de Oxigeno (O2) y estufas de 5%C02-5%02-
90% Nitrogeno (N2). Los cigotos-permanecieron en este medio durante los 7
dias de cultivo, reemplazando solo” la~mitad. del medio contenido en la gota

cada 48 horas.

3.5. Evaluacion de los embriones.

Los embriones fueron clasificados en cuanto a su calidad y“desarrollo
embrionario de acuerdo a las normas internacionales (Dorn y Kraemer, 1987,

ETS, 1998), utilizando técnicas de microscopia estereoscopica y oOptica.
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3.6. Andlisis citoplasmaético.

Se evalud, para cada uno de los tratamientos, el nUmero total de gotas lipidicas
del citoplasma, por blastocisto, usando el método de Barcelo Fimbres M y
Seidel G.E}/(2007) basado en la cuantificacion de particulas de grasa,
mediante la tingién con Sudan Black y posterior recuento mediante un modelo

binario con ayuda’ del programa “ImageJ®”.

3.6.1. Técnica (Sudan Black-b) para la cuantificacién de lipidos

citoplasmaticos.

Los embriones se fijaron en solugioh de Formalina al 1% durante 2 horas,
posteriormente se lavaron en/agua nanepura por 1 minuto. Posteriormente, se
colocaron en solucién de Etanaehal 50%en la que se mantuvieron hasta el
momento de su tincibn con SUDAN.BLACKsLos embriones fueron pasados a
la solucion de Sudan Black al 1%“de+30 segundos a 1 minuto. Transcurrido
este tiempo, se pasaron tres veces en solucionsde etanol al 50% durante 5
minutos cada uno. Al termino de los lavados de<Etanol, los embriones se
separaron a una solucion de PVA al 0.05% por 5 mihutos como se muestra a

continuacion.

Figura 1.- Pasos para la tincion cono SUDAN BLACK.
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Después de este periodo los embriones fueron colocados en una gota de
glicerol sobre un portaobjetos, se precedid a colocar un cubre objeto con cuatro

puntos de fijacion de vaselina sin aplastar los embriones, al final se sellaron los
bordes.del,cubreobjetos con barniz (Imagen 2).

Figura 2.5Fijacion de los embriones.

Finalmente los embriones fueron evaluades en un microscopio invertido y las
imagenes se digitalizaron para~la posterior cuantificacion de lipidos. La
cuantificacion de particulas de grasa se realizd con el programa “ImageJ®”,
para ello se utiliz6 un modelo binarie para_obtener tanto el area total del
embrion (Imagen 3a), como el area de las particulas de grasa (Imagen 3b).
Una vez que se obtuvieron los datos del é@rea del embrion y de las particulas de
grasa se dividio el area de las particulas de grasa entre el area total del
embrion y el valor obtenido se multiplico por 100 para obtener el porcentaje de

lipidos (Imagen 3c); conociendo de esta manera, que combinacion proteica y

atmoésfera produce menor acumulacion de gotas lipidicas.
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a) Area total delembrion b) Embrion tefiido con Sudan Black c) Area de particulas grasas

Figura 3.- Area embrionaria digitalizadas a través de la tincion de Sudan
Black parala posterior cuantificacion de lipidos.

3.7 Andlisis estadistico.

La tasa de division y de desafrollo, embfionario se analizd con una prueba de
Fisher, la evaluacién de los niveles*de {ipidos intracitoplasmaticos de los
embriones obtenidos, fueron analizados mediante una prueba de Tukey's
(P<0.05).

24



3.8. Resultados y Discusion.

Cuadro, 2.- Efecto de la suplementacién del medio de maduracién, con
diferentes macromoléculas sobre las tasas de division y produccion de
blastocistos con diferentes atmdsferas.

Atmoésfera 5%C02-5%02-

Atmosfera 5%C02-20%02 90%N2
Medios Medios
ASB: SFB+AS ASB-
LAG SFB B LAG SFB SFB+ASB
C(:ri\)/ 328 279 216 400 378 278
Clivaje 259 258 201 348 345 250
(n/%) 79.0° A 925P7A2.93.1° A 87.0° A 913 A 89.3* A
Total de
. 93 104 39 87
Blastocisto a o 102 a b 62
sdia7 20357 3728 [ 471222 A 09057 2392% 230" B
(n/%)

Letras diferentes en la misma fila indicandiférencia‘estadistica [P<0.05] ® > ® AB); ASB-LAG.- albumina
sérica bovina libre de acidos grasos, SFB.: ‘Suero fetal.bovino; CIV cultivados in vitro.

Los resultados obtenidos en la primer parte de _la evaluacion del desarrollo
embrionario el clivaje en la atmoésfera” conformada“por 5%C02-20%02 se
observa que los mayores porcentajes se lograron en’ los tratamientos que
incluyeron en los medios de cultivo suero fetal bovino (SFB) (Cuadro 2), Las
tasas de clivaje en el grupo donde se utilizdé ASB (fueron del 79.0%
encontrandose una diferencia significativa [P<0.05] para..los otros dos
tratamientos, que fueron del 92% para SFB y para ASB-SFB_fue\del 93%.
Mingoti et al., (2009), obtuvo tasas inferiores a los obtenidos, no.mostrando
diferencia estadistica [P>0.05] entre tratamientos, 63.3% ASB, 61.6% _SFB
74.3% ASB-SFB. La acelerada cinética y la mayor tasa de desarrollo
embrionario registrada en los tratamientos que incluyen en los medios @de
cultivo suero [5%] como suplemento, concuerda con lo reportado por otros
autores quienes hallaron que el suero acelera el desarrollo pre-implantatorio de

embriones bovinos producidos in vitro (Pinyopummintr and Bavister 1995;



Thompson et al., 1998; Van et al., 1997; Yoshioka et al., 1997; Gutierrez et al.,
200%; Rizos et al., 2003;).

La division celular embrionaria (clivaje) obtenido en la atmésfera de 5% CO2,
5% 02y N2 fue similar para todos las macromoléculas no habiendo diferencia
estadistica para ninguno de los tratamientos en el cultivo [P>0.05] (Cuadro 2).
Cainzos et 'al., (2013) midieron el efecto en similares condiciones de cultivo
67.3%, 72.7%y 71.4% para ASB, SFB y PVP respectivamente estos
resultados difieren.de los obtenidos por Mingoti et al., (2009), que obtuvieron
tasas de produccién-de embriones por mitad que este ensayo para cada

macromolécula.

Tasa de Clivaje

100

%
) - l

70

ASB ASB SFB SFB ASB#SFB ASB+SFB
5%0 20%02 5%0 20%02 5%0 20%02

| Tratamientos/Atmosfera |

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistic&{P<0.05] > ® ; Atmosfera
20% O (oxigeno); Atmésfera 5% O; ASB.- albumina sérica bovina libre de &cidos grasos, SFB.-
suero fetal bovino.

Grafica 1.- Comparacion entre tratamientos de las tasas de clivaje en las

distintas tensiones de oxigeno.

Se puede observar el comportamiento entre atmdsferas para la tasa de clivaje
que no muestran diferencia estadistica, para la conformada por 20% O2; ASB
79% & SFB 92.5%, ASB-SFB 93.1%, para la atmdsfera de tres gases ASB 87%
& SFB 91.3%, ASB-SFB 89.3% (Grafica 1). Otros autores que también han

comparado las tasas de desarrollo entre embriones cultivados en medios
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suplementados con suero o con albumina no reportan diferencias en sus tasas
de clivaje registradas a las 48 horas (Rizos et al., 2003, Sung et al., 2004) lo

contrario a lo reportado por Ali and Sirard, 2002 y Sung et al., 2004.

En el total de blastocistos evaluados al dia 7 pos fertilizacion no se encontré
diferencia ( estadistica [P>0.05] entre el tratamientos de SFB (37.28%)
comparandolo,con los demés tratamientos (ASB 28.35% Y ASB-SFB 47.22%),
pero en la comparacion entre ASB Y ASB-LAG-SFB si se encontr6 diferencia
estadistica significativa [P<0.05] (Cuadro 2). Al comparar las macromoléculas
de origen animal, se‘observd en el CIV que al utilizar simplemente ASB o SFB
resultan en tasas de desarrollo parecido al control. Entonces, es posible
reemplazar una macromolécula indefinida (SFB) por una semi-definida uno
(ASB) durante todos los pasos’'de PIV de embriones bovinos, como informo
antes Mastromonaco et al., (2004);~Coincidiendo con la informacién previa que
usando ASB en vez de SFB para=CIV resulta inferior desarrollo embrionario
(Khurana and Niemann 2000);

Al suero se le atribuye un efectosbifasico: saprime el desarrollo embrionario pre-
compactacion pero lo estimula de-alli en adelante (Pinyopummintr and Bavister
1995; Zander et al., 2006). Adicionade-~al medio de cultivo después del estado
de 8 células no solo acelera la cinéticagdel desarrollo sino también aumenta sus
tasas hasta el estado de blastocisto (Thompson et'al.,1998). En este trabajo, la
presencia de SFB no afecto la tasa de clivaje, tanto elporcentaje de produccién
de blastocistos ni el grado de desenvolvimiento embrionatio fueron favorecidos
por la presencia de este componente, concordando con lo‘repertado por Van
Wagtendok et al., (1997).

En nuestros resultados siguen siendo superiores para los grupos que
contenian suero en la atmosfera 5%0; SFB (23.02%) y ASB-SFB(22.30%)
pero si mostrando diferencia estadistica significativa  [P<0.05] “al” ser
comparado con el tratamiento de ASB (9.75%) (Cuadro 2), estos resultades
son similares a los obtenidos en ensayos previos 6.9%, 16.8% y 11.8% (ASB,
SFB Y ASB-SFB) (Mingoti et al., 2009). También se ha establecido que el uso
de ASB como Unica fuente de proteina durante la MIV de oocitos bovinos

retardaba la maduracién nuclear y disminuia su capacidad de desarrollo, en
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cuanto a la produccion de morulas y blastocistos (Ali and Sirard, 2002). Sin
embargo Orsi and Leese (2004), en su ensayo, no encuentran diferencias
entre~grupos para la division de los zigotos y la produccién de blastocistos
[P>0.05].

EMBRIONES ALDIA 7

50
40
30
20
10 -

0 F (-
ASB ASB SFB SFB ASB+SFB  ASB+SFB
5%0 20%02 5%0 20%02 5%0 20%02

Tratamientos/Atmosfera

Letras diferentes en la misma columna.indican difefencia estadistica [P<0.05] ® > ® ; Atmdsfera
20% O (oxigeno); Atmosfera 5% O; ASB.- albumina ‘sériea-bovina libre de acidos grasos, SFB.-
suero fetal bovino.

Gréafica 2.- Comparacion entre tratamientos del desarrollo embrionarios

(blastocisto) en las distintas tensiones de oxigeno.

El comportamiento entre atmdésferas para la tasa de produccion-de blastocistos
se ven favorecidos los tratamientos que contenian SFB para las dos
atmoésferas, marcando diferencia significativa para la atmésfera de 20%0 que
fue de 21.9%, 22.7% y 23.5% (ASB, SFB y ASB-SFB respectivamente) con
respecto a la de 5%02 siendo inferiores los resultados 06.9%, 16.8% y*112.8%
(ASB, SFB y ASB-SFB respectivamente) (Grafica 2). Estos resultados_son
superados por lo reportado por Mingoti et, al. (2009) obteniendo en‘da
atmosfera de 20%0; ASB 28.35%, SFB 37.28% y ASB-SFB 47.22% y en la de
5%02 ASB 28.35%, SFB 37.28% y ASB-SFB 47.22%.
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Adicionalmente, esta fuera de nuestro alcance saber si el lote de albumina
usado en estos experimentos pudo no haber sido el mejor, o peor aun, afectar
negativamente el desarrollo, tal como lo han reportado algunos autores (Rorie
et, al. 2994, McKiernan and Bavister 1992).

Sin embarge, la reduccién de los niveles de oxigeno en el microentorno de los
embriones puede resultar costoso debido a la necesidad de incubadoras
especiales que sean capaces de elaborar la mezcla gaseosa o bien que utilicen
una especifica. Probablemente las diferencias en los medios de maduracion
empleados, y particularmente en la concentracion de glucosa, podrian explicar
las divergencias observadas entre los diferentes estudios (Hashimoto et, al.
2000; Oyamada y Fukui, 2Q04).

Cuadro 3.- Efecto de la acumudlacion lipidica del medio de cultivos, con
diferentes macromoléculas y diferentes atmésferas.

Atmoésfera 5%CE02 Atmoésfera 5%C02 5%02
Macromoléculas Macromoléculas
ASB SFB | ASB+SFB ASB SFB |ASB+SFB
Total de
B|astocistos 93 104 102 39 87 62
dia 7
s  2L7+ 185: 1823 1212551’ 525;’1'11;-* 29.9 +
" 73%a 32%a 287%a .a .a 9.03° a

Letras diferentes enla misma filaindican diferencia estadistica [P<0.05] ¢ - ®"A,B); ASB.- albumina sérica
bovina libre de acidos grasos, SFB.- suero fetal bovino. D.S. desviacion estandar:

Como se puede observar en el cuadro 3 al disminuir la concentracion SFB y la
suplementacion de ASB-LAG en el medico de cultivo embrionario“en_ las dos
atmoésferas (20% y 5% 0O2) no marca diferencia estadistica [P>0.05].en el
nimero de gotas lipidicas citoplasméaticas. El porcentaje desviacion estandar
para cada macromolécula (ASB-LAG, SFB Y SFB-ASB) en la atmosfera‘de
20% O2 fue de; 21.7% 18.5% y 18.2 respectivamente y para la de 5% O2 de;
21.5%, 25.1, y 29.9 respectivamente. Los resultados concuerdan con lo

reportado por Sata et al., (1999) la suplementacion de 5% de suero no redujo la



cantidad de gotas lipidicas. Contradictorios a lo reportado por Sudano et al.,
(2011), quien al eliminar la utilizaciéon de suero, observé una disminucion del
contenido de lipidos en los embriones producidos observando también una

mejora.enda calidad de los embriones producidos.

La razdn (por la cual se acumulan estos lipidos en el citoplasma aun es
desconocida, sin\embargo se cree que pueden ser resultado de dos procesos:
Primero, que elfembrion es capaz de absorber los lipidos del ambiente de
cultivo, especialmente~en los casos donde existe una buena fuente de lipidos
(suero). Segundo, se poOstula que esta acumulacion de lipidos es resultado de
la falta de capacidad mitocendrial para metabolizar los complejos lipidicos a
través de beta oxidacion. En cualquiera de los casos, los lipidos representan un
obstaculo para la sobrevivencia de los embriones, ya que estos son mas
susceptibles a los dafios oxidatives, asi como presentan una baja tolerancia a
los procesos de criopreservacion (Re-la Torre-Sanchez, 2006).

La produccion in vitro de embriones bovinos es influido por las condiciones de
la atmosfera, suplemento de” la~macromelécula y la interaccion entre estos

factores.
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3.9. Conclusién

En este estudio independientemente de retirar el SFB y remplazar por ASB-

LAG en las dos atmdsferas no mejoro la calidad embrionaria.

ASB-LAG se, puede utilizar como sustituto de suero para la produccién de

embriones in vitro de bovinos obteniendo desarrollos embrionarios.

En cuanto a la tensionsde _Oxigeno en el cultivo se obtuvieron mayores tasas de
desarrollo embrionario en las atmosfera de 20% 02, siendo superior en todos

los aspectos a la de 5% O2.

El disminuir la concentracion SEB\y la suplementaciéon de ASB-LAG en los
medios de cultivo embrionarios en-las dos atmésferas de 20% y 5% 02, no

mostraron reduccion de lipid0s intracitoplasmaticos.
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ANEXO 1.- Criterio de clasificaciéon de oocitos de De Loos (1989)

: ‘
Figura/Z- Oocito calidad 1: Corresponde
aquellos (@tos esféricos y simétricos; de

talla, estrucu® color y textura uniforme;
A\

rodeado de tre inco capas completas de

células del cu Complejo Cumulo-

Corona completo (C @,

Oocito calidad 2: Oocitos
(K simétricos; de talla, color y
t uni@‘, pero con pérdida parcial de
las @as els/Cumulo (COC), rodeado de
dos a tres capas:

*Ne

Figura 6.- Oocito calidad 3: Oocitos esféricos y
simétricos; pero con solo una capa de celulas
del cumulus, con citoplasma irregular con zonas

oscuras Yy transparentes.
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Figura 7.- Oocito calidad
de cumulus-ovocito
degenerado u ovocitos

desnudos.

4: Complejo
totalmente

totalmente
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