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EI objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de tres atm6sferas de

incubaci6n y el empleo de un antioxidante comercial en medios de cultivo

semidefinidosde un sistemasecuencial, sobrela producci6n in vitro de embriones

bovinos. Despues de la fertilizaci6n in vitro, los presuntos cigotos fueron asignados

aleatoriarnente a seis tratamientos en arreglo factorial: con y sin el complejo

antioxidante (Sigma antioxidantsupplemenl®) y tres concentraciones de oxigeno (2,

5 y 20%) en la atm6sfera de cultivo. Los resultados se analizaron mediante un

ANOVA y se compararon por la prueba de medias minima cuadraticas. La atm6sfera

reducida en oxigeno (2%) influy6 positivamente en las variables porcentaje de

blastocistosynumero decelulas (P<0.05). La adici6ndel antioxidantenotuvoefecto

en las variables de respuesta(P>0.05); sin embargo, la interacci6n de laatm6sfera

con el antioxidanteresult6significativa para la variable numero de celulas (P<0.05).

encontrandoqueembrionescultivadosen presencia del antioxidantetuvieron mayor

proliferaci6n en atm6sfera de 2% de 02, pero en embriones cultivados con 5% de O2

el efecto fue inverso. EI efecto del toro fue altamente significativo (P<0.0001), para

las variables divisi6n de mas de seis celulas,divisionestotales,porcentajedem6rula

y porcentaje de blastocistos. La cuantificaci6n de H20 2 en los embriones, una

importante Especie Reactiva de Oxigeno (ROS), a traves del uso del fluorocromo

DCHFDA, no arroj6 diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05). EI

presentetrabajoconcluyeefectospositivosconelusode2%de02en laatm6sfera

de cultivo y del toro ~sado en la fertilizaci6n in vitro, sobre la producci6n in vitro de

embrionesbovinos.



I. INTRODUCCION

La produccion de embriones in vitro (PIV) es una herramienta biotecnologica

que perrnite la obtencion en el laboratorio de un gran numero de ovocitos y

embrionesenlamisrnafasededesarrollo.Elempleodeestabiotecnologiaserealiza

con lafinalidaddeoptimizarlosrecursosgeneticos, con fines comerciales 0 para la

investigaci6ncientifica(GibbonsyCueto, 1995; Urdagueta,2005).

Para la practica de la PIVsedebendetomarencuentadistintosfactoresque

afectan el desarrollo de las celulas en cada unodesusestadios, conlaposibilidadde

poder manipularalgunos de estos en favor de su exitosa realizacion (Van Blerkomet

al., 1990). In vitro, el desarrollo de los embriones se ve afectado por factores

intrfnsecosyextrinsecoscomo:iones,buffers,factoresdecrecimiento,aminoacidos,

sustratos de energla, la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) entre

otros(Rieger, 1992).

Las ROS constituyen un importante factor en la produccion de embriones in

vitro; las ROS se encuentran presentes en muchos procesos biologicos y mientras

exista un equilibrioenlaproduccion de estos y las barrerasnaturales que detienen

su efecto pueden coexistir las celulas y las ROS; sin embargo, al producirse un

incremento en las ROS se afecta negativamente la produccion de blastocistos. La

presencia de ROS entre muchos factores depende del nivel de O2 en la atm6sfera.

Se ha observadoque laproporci6n de O2 en la atmosfera de cultivo es una de las

causas mas comunes de la presencia de ROS, debido a que la concentraci6n

ambiental de O2 alJmenta la concentraci6n intracelular de H20 2 y del anion

superoxido,porloqueactuacomoprooxidante(Guerinetal., 2001).



EI dana producido por la liberacion de ROS constituye uno de los mas

importantes problemas para la PIV ya que poseen efectos toxicos sobre las celulas y

comprometen su funcionalidad, debido a peroxidacion lipidica, ya que los lipidos

insaturados presentes en la membrana celular de los ovocitos yembriones

reaccionan con el O2 molecular formando peroxidos, y subsecuentemente, la

oxidacion de las proteinas y darios en el ADN. Para disminuir este efecto existen

sustanciasque previenen laoxidacion, conocidascomo antioxidantes (Membrillo et

al., 2003). Asi mismo, manipulando la concentracion de O2 en la atmosfera de cultivo

sepueden prevenir los darios antes mencionados (Vasco etal., 2008).

1.1 HIPOTESIS

La reduccion en el nivel de 02en la atmosfera de cultivo embrionario, asi

como la adicion de un compuesto con efecto antioxidante, inhiben la formacion de

especies reactivas de oxigeno, 10 que favorece la producciondeembrionesbovinos

1.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluarel efecto de tres atmosferas de incubacion (2, 5 Y 20% de 02)yel

e"llleo de un antioxidante comercial (Sigma antioxidant supplement®) en medios de

cultivo semi-definidos de un sistema secuencial de cultivo, sobre la produccion in

vitrodeembrionesbovinos.



1.3 OBJETIVOS ESPECiFICOS

1.3.1.- Determinar el efecto del toro usado en la fertilizaci6n de ovocitos en la

producci6n de embriones in vitro.

1.3.2.- Evaluarel efecto del anlioxidante connercial, Sigma antioxidantsupplement®

entresconcentracionesde02ylainteracci6nentreestosdosfactores,sobre

laproducci6n in vitro de embriones.



II. REVISION DE LITERATURA

Durantelaultimadecada, lainvestigaci6n yaplicaci6n de nuevas tecnologias

relacionadasconla reproducci6n animal, como la producci6n in vitro de embriones,

han evolucionado de forma acelerada, con eldesarrollo de tecnicasqueincrementan

la capacidad reproductiva de animales sobresalientes, acelerando asi la ganancia

genetica en especiesproductivas. Porlo anterior, la PIV constituye una biotecnologia

que puede utilizarse tanto para el estudio cientifico, como para su aplicaci6n con

finescomerciales(Thibier, 2005).

Diversos autores concuerdan en que los avances de las biotecnologias

reproductivascomo la PIVpueden ofrecerbeneficiossignificativos parasu aplicaci6n

dentrode la industria ganadera, generandoalternativasviablesparalamejoradelos

hatos, as! como para las ciencias biomedicas (Freitas, 2003; Freitas etal., 2007;

Basil etal., 2010). Romo (1993) y Urdagueta (2005) seliaIan que su utilizaci6n en el

ambito comercial, forma parte de un sistema para la producci6n y comercializaci6n

demejoresanimalesconcaracteristicasproductivasimportantes.

La generaci6n de un embri6n en condiciones naturales comienza desde el

momentode lafecundaci6n del ovocitoen el oviductoyel desarrollo del embri6n,

hasta su implantaci6n enel utero. En estascondiciones el numerode descendientes

producidosporhembra, poralio, esde unacria en el caso de los bovinos; porlo

tanto,durantelavidaproductivadelavacaseobtendran un maximo de10crias. En

cambio, laPIVesun metodode reproducci6n artificial que cons!ste en laobtenci6n

en ellaboratorio de·embriones en masa. Esta tecnica permite lograr un mayor

vechamiento de la gran cantidad de ovocitosqueexisten en los ovarios de una



hembra, multiplicando el potencial reproductivo de la donadora. Los embriones

viables producidos mediante esta tecnologia pueden ser transferidos a hembras

receptoras mediante transferencia de embriones (Parrish et al., 1988; Utsumi et al.,

1991; Brackett y Zuelke, 1993; Gordon, 1994; Gibbons y Cueto, 1995; Rodriguez,

2001; C6rdova-lzquierdo etal., 2008).

Laaplicaci6n deesta biotecnologiaactualmentese realiza confundamentos

de orden genelico, comercial, sanitarioyconservacionista, ya que esta herramienta

permite la creacion de un banco de germoplasma para la conservacion de razas 0

especies locales, asi como la difusion de material genetico y la manipulacion del

numero de crias por hembra (Gibbons y Cueto, 1995).

En resumen, la produccion in vitro de embriones de la especie bovina con

finescomerciales, esunaherramientaeficazpara aumentarlatasadereproduccion

de animales de mayor merito genetico. Da Silva y colaboradores (2010) serialan que

se ha incrementado su usc, principalmente en paises en desarrollo de America del

Sur y Asia (Brasil y Japon); asi mismo, serialan que existen varios factores que

puedeninfluirenelexitodeestatecnologiayaumentarodisminuirel porcentajede

produccion de embriones, asi como, la viabilidad de los mismos hasta el parto.

Factorescomo la donadora, eltoro que se usa para fertilizarlosovocitos,la raza,

entrootros,tienenefectoenlaPIV.

Elbovinoeslaespecieenlaquesehadesarrolladoen mayormedidalaPIVy

otrasbiotecnologfasreproduclivasydondesehaobservadouncrecienteinteresy

considerables exitos en la produccion in vitro de embriones hasta estadios de

blastocisto (Urdagueta, 2005). Debido al gran volumen de trabajo experimental

realizadoenestaespecie,sehan usadoalosbovinoscomo un modelopromisorio



para el estudio de la infertilidad humana (Campbells et al., 2003). particularmente

porque los protocolos para maduraci6n de ovocitos y cultivo de embriones en

humanos son muy similares a los usados en bovinos (Goovaerts et al., 2009).

2.1 Producci6n de embriones bovinos in vitro

Los procedimientos para la realizaci6n de la PIVpueden serdivididosen tres

etapas: maduraci6n in vitro (MIV), capacitaci6n espermatica y fertilizaci6n in vitro

(FIV) y el cultivo de embriones a estados convenientes para la trasferencia 0

crioconservaci6n(Muccietal.,2006;C6rdova-lzquierdoetal.,2008).

Estasetapascomprenden una serie de procesos que condicionan al exitooal

fracaso de la tecnica. Debido a la manipulaci6n que se realiza en cada uno de los

estadios desde la obtenci6n, maduraci6n y fertilizaci6n del ovocito, hasta el

desarrollo de un embri6n viable, se pueden reducir considerablemente las

expectativas de viabilidad de las celulas, en comparaci6n con la producci6n de

embriones in vivo (Mermillod et al., 1996; Guier et al., 2000; Rodriguez, 2001; Cognie

etal. 2003; Figueiredoy Magalhaes,2010).

2.1.1 Recolecci6n de ovocitos

Laobtenci6ndeovariosderastro, representaelmodeloclasicopost-mortem

para obtenci6n de ovocitos por medio de disecciones 0 aspiraci6n al foliculo del

ovano. Constituye una alternativa econ6mica y abundante para la producci6n de

embrionesinvitro;sinembar90,conestatecnicasedesconoceelestado fisiol6gico y

sanitario del animal.-la colecci6n de ovocitos por aspiraci6n folicular ofrece un



incremento del 10% sobre la calidad de los ovocitosobtenidos en comparaci6n con la

tecnica de disecci6n (Samakeetal., 2000).

2.1.2 Maduraci6n in vitro (MIV)

Los sistemas de maduraci6n in vitro tienen como finalidad emular en el

laboratorio, las condiciones del foliculo durante el proceso de desarrollofolicular,

desde el reclutamiento de foliculos antrales hasta la ovulaci6n de manera que el

ovocito continue eon las mismas transformaciones que experimenta in vivo. De esta

manerase pueden obtenerovociloscompelenles para la interacci6n con el gamelo

masculino, la formaci6n del cigoto y el desarrollo embrionario (Urdaguela, 2005)

In vivo, tras completarlasdivisiones mit6licas, las ovogoniassetransforman

en ovocilos primarios para entrar en el proceso de meiosis. Estas celulas se

bloquean en el diplotene (dicliolene) de la profase de la primera divisi6n mei6lica

hasta antes de la pubertad. Durante el desarrollo de un foliculo, en el nudeo del

ovocito finaliza el primer bloqueo mei6tieo en el estadio de vesicula germinal y la

meiosis avanza hasta alcanzar la metafase II (ovocilo secundario) eslo ocurre al

momenta de la ovulaci6n y nuevamente la meiosis queda bloqueada por segunda

vez enestepuntoysolosecompletaenelcasodequeelovociloseafecundado

(Baker, 1982).

Durantelamaduraci6ninvitrose ha observado que los ovocitos oblenidosde

follculosantrales(procedentesdefoliculosdealrededorde2a6mm)ycolocadosen

medios adecuados para la maduraci6n, suplementados con hormonas (FSH-LH, Egf,

E2)ylosuero,soncapacesdellevaracabolamaduraci6nnucleardemanerasimilar

a Ioseventos que ocurren in vivo (Edwars, 1965; Thibault, 1977). Concordando con



estoCognieycolaboradores (2004) senalan queexisten diferentessuplementospara

el medio de MIV, con la finalidad de mejorar la maduracion de los ovocitos.

Invitroelliempodemaduracionesdiferenteentrecadaespecie. Enbovinosy

ovinos se ha reportado entre 22 y 26 horas (Staigmiller, 1988), contrario a los

ovocitosde cerda que requierenaproximadamente48 horas para complementarla

melafase II (McGaughey y Polge, 1971).

Basil y colaboradores (2010) senalan que los sistemas artificiales de

maduracion de ovocitos y de cultivo de embriones son inferiores en cuanto el

desarrolloembrionariocomparadoconlaproduccioninvivo.

Cuando ovocitos inmaduros de bovinos son Iiberados de sus foliculos y se

cultivanenmediodemaduracionestandar,sereanudaralaprimeradivisionmeiotica.

Bajo las condiciones in vitro, los ovocitos tienden a la extrusion del primer cuerpo

polar entre 16a24hdemaduracion in vitro (Cognie etal., 2003).

lalimitadacompetenciaeneldesarrollodeovocitosbovinosdespuesdeMIV

sepuede aprovecharpara comprenderlosfactoresimplicadosen la adquisicionde

tal capacidad. Por esla razon, y para entender los requisitos para el desarrollo de

ovocitos inmaduros mediante MIV, todos los componentes no definidos se deben

eliminar del medio de cultivo. los medios de maduracion se complementan

habitualmente con diversos tipos de suero, tales como suero fetal bovino (SFB),

suerodevacaencelo(leeyFujii, 1996; BlancoySimonetti,2002).

Sagirkayaycolaboradores(2006), investigaron el usodel sustitutosinteticode

suero (SSS) en lugar del SFB en medio de maduraci6n para eslimular la MIV, FIV Y

el posterior desarrollo de ovocitos bovinos, mostrando los resultados que la

luplementaci6n con suero al medio de MIV es necesaria para obtener una mayor



velocidaddeevoluci6ndelosovocitosinrnadurosbovinosalaetapadeblastocistos.

Arlotto y colaboradores (1996) en su estudio determinaron que los suplementos

desempenanun papelimportanteenelprocesode maduraci6n.EIpiruvatodesodio,

lactatodesodio,glutamina(Fukui,1990),laglucosa,bicarbonatodesodio (Younis et

al., 1989) y tetraacetato de etilendiamina (EDTA) (Blanco et al., 2000) son sustratos

que determinan la maduraci6n y desarrollo posterior de la maduraci6n in vitro de

ovocitoshastablastocistos.

2.1.3 Fertilizaci6nin vitro (FIV)

Enlamayoriadelosmamiferosvertebradoslosovocitossonfecundadosenel

estadio de metafase de la segunda divisi6n mei6tica. Durante la activaci6n del

ovocito, este reemprende la meiosis continuando con la anafase II, telofase II

dividiemdose asimetricamente en dos celulas de tamalio distinto: el ovocito

fecundadoy el segundo corplisculo polar (Urdagueta, 2005).

Este evento ocurre en los ovocitos generalmente despues de 24 horas de

maduraci6n en el medio de MIV. Para la correcta realizaci6n de la fertilizaci6n se

deben preparar a los espermatozoides mediante un proceso denominado

capacitaci6nespermatica (Basil etal., 2010).

Para la realizaci6n de la FIVesesencial que losmedios sesuplementen con

compuestos que favorecen la fertilizaci6n como pueden ser: glucosaminoglicanos,

cafeina, factores de motilidad espermatica, celulas de la granulosa, celulas del

cumulus bovino, entre otros (Birier, 1996). La asociaci6n entre la heparina yel

segund.o nnensajero cAMP mediado por calcio ha side muy estudiada por diversos

8utores (Uguz et aI, 1994; Mahmoud y Parrish, 1996), ya que in vitro, la heparina ha



demostrado ser el glicosaminoglicano mas potente en indudr la reacd6n acros6mica

en espermatozoidesde tore (Parrish etal., 1986); esta inducd6n se caracteriza por

serindirecta, promoviendo lacaptaci6n del calcio porlos espermatozoides a traves

de los canales i6nicos (Parrish etal., 1988). Por otro lado,la inducci6n por heparina

es inhibida por la glucosa en el medio (5mM) (Parrish et al., 1985; Florman y First,

1988),siendoesteefectoinhibitoriorevertidoporlaadici6ndecafeina(Firsty

Parrish, 1987), donde esta ultima sustancia ademas potenciaria la acd6n de la

heparina (Park etal., 1989).

Se ha podido demostrar que la capadtaci6n espermatica inducida por

heparina, depende de la dosis empleada en el medio capacitador, 10 que incide

posteriormenteen las tasasde fecundaci6n in vitro. LuyGordon (1988)selialan que

usardosisdeheparinaentre10y100IJg/mL,incrementansignificativamentedichos

porcentajes.

2.1.3.1 Capacitaci6nespennatica.

Los espermatozoides de los mamiferos inmediatamente despues de ser

eyaculadossonincapacesdellevaracaboelprocesodefecundad6n. Lacapacidad

fecundante la adquieren en su paso a 10 largo del tracto reproductivo femenino, 10

que se conoce como capacitaci6n espermatica, la cual es un proceso que incluye

unasecuenciadecambiosfisicosybioquimicosparaeliminarelmaterialadquirido

duranteeltransitoporelepidfdimoydurantelaexposici6nalplasma seminal quees

alto en colesterol. Los cambios resultantes producen un incremento en la

permeabilidad al calcic por la membrana del espermatozoide 10 que lIeva a la

de eslabilizaci6ndeestamisma, quefinalmente conduce a la reacci6n acrosomal.



Esto como ya se mencion6, ocurre durante la transito del esperrnatozoide por el

tractoreproductorde la hembra.ln vitro, este proceso debe de serinducido para

poderobtenerelcorrectoprocesode ferlilizaci6n in vitro (Wani,2002).

Algunos de los cambios que ocurren en la capacitaci6n espermatica son:

aumento en la perrneabilidad de la membrana, decremento en la relaci6n

colesterol:fosfolipidos en la membrana, aumento del Ca+2 intracelular y de Na/K,

generaci6ndeoxigenoreactivoyfosforilizaci6ndelatirosinadelasproteinas

(Rodriguez-Almeida etal., 2008).

Correa y Zavos (1996), proponen un mecanismo de capacitaci6n mediado en

el usa de calcio dependiente de la via cAMP para la capacitaci6n donde el aumento

del calcio intracelular conduce a la activaci6n de adenilato ciclasa y, en

consecuencia, a un aumento de cAMP. As! mismo, senalan que el uso de cantidades

milimolaresde lacafeinaaumenta la recuperaci6nylacalidad delesperma bovino.

Coscioni y colaboradores (2001) realizaron un estudio con diferentes niveles de

cafeinaycalcio, reporlando de acuerdo a susestudios, que lamayorfrecuenciade

espermatozoides capacitados (53%) fue observado con 7,5 uM de cafeina; sin

embargo,ladiferenciaenlasconcentracionesdecafe!naenelmedionodiolugara

diferencias significalivas en la tasa de divisi6n y desarrollo del embri6n.

Elmetododepreparaci6ndelosesperrnatozoidesescrucialyaquedetermina

los resultados de FIV, porlo que el estudio de capacitaci6n y reacci6n acrosomal

puedenserfundamentales para optimizarel proceso. Los metodos de capacitaci6n

esperrnatica que masdestacan son el paso centrifugo de los espermatozoides por

gradientesde percoll,latecnica de swim-up, lamigraci6n en una columna de acido

bialur6nico, asl como lafiltraci6n a travesde lana devidrio (Gordon etal.,2001).



La separacion porgradiente depercoll (45y90%) de los espermatozoides es

un metodo eficaz para obtener espermatozoides moviles y capacitados en el semen,

ya sea congelado, descongelado 0 fresco (Rho etal., 2001). Losespermatozoides

m6viles se recolectan en la parte inferior de la fraccion del 90% de percell y son

diluidosa laconcentraci6n requerida para lafertilizacion, en mediode FIV. Algunos

estudios en ovinos y caprinos han demostrado que la incubacion de los

espermatozoides durante una hora en medios enriquecidos mejora el proceso de

capacitacion (Cognie et al., 2003); observandose el mismo efecto en ciervos

(Comizzolietal., 2001; Bergetal., 2002).

Parrish ycolaboradores(1995) mencionanque laseparacionen gradientesde

percoll permite obtener un alto numero de espermatozoides moviles y es un sistema

de alta repetibilidad,latasadefecundacion in vitroqueseobtieneconestatecnica

esligerannente menorque la que se obtiene con latecnicadeswim-up; sin embargo

la tasa de blastocistos que se alcanza con ambos sistemas es similar. Comprobando

esto, Palomo y colaboradores (1999) reportaron mediante sus estudios que a 17

horaspostinseminacionel porcentajedeespermatozoidesconel acrosoma intacto

fue significativamente mas alto con la tecnica de swim-up, comparado con gradientes

de percoll; sin embargo, no hubo diferencias significativas en el porcentaje de

fertilizaci6n de ovocitos 17 horas despues de la inseminacion, ni hubo diferencias

significalivas entre estas dos tecnicas en la formacion de dos pronucieos, ni

incidentes de poliespermia, ni anormalidades; por ultimo, tampoco hubo diferencias

significalivasen el desarrollo de los embriones al tercer dia entre las dos tecnicas

(P~.05). Porsu parte: Seidelycolaboradores (1995) concuerdan que las tecnicas

de swin-up y percoll no poseen diferencias significativas en los rangos de desarrollo



concluyendo que ambas son satisfactorias para realizar FIV. Es importante tomar en

cuenta que para la realizaci6n del procedimiento de swim-up el uso del calcio yde

cafeina puede afectarla funci6n de los espermatozoides.

Existen varios factores que causan cambios en el espermatozoide similares a

losdelacapacitaci6nespermatica entreestos lacriopreservaci6n del semen (Bag et

a/., 2002) porlo que se Ie denomina criocapacitaci6n. Porlotanto,cuandoserealiza

la FIV con semen criopreservado, en la etapa de capacitaci6n espermatica inducida

in vitro pueden existirun numero deespermatozoides ya capacitados (Cornier etal.,

1997).

2.1.4 Cultivo in vItro (CIV).

Comprendeelperiododedesarrolloembrionarioqueiniciaconlafecundaci6n

yconsecuenteformaci6n del cigoto, hastalaformaci6n del blastocisloysuevenlual

eclosi6n delazona pelucida (Urdagueta, 2005).

En los mamfferos la primera divisi6n mil6lica separa al cigoto en dos celulas,

denominadas blast6meros de aproximadamenle el mismo tamano y liene lugar enlre

las 11 y20horaspost-inseminaci6nenbovinos. Lasegundadivisi6n (4celulas)es

algo asincr6nica, por 10 que resulla en la existencia de Ires celulas. A partir de la

tercera divisi6n (8 celulas) los embriones pasan a olra elapa del cullivo con

necesidades metab6licas diferenles (Sames y Eyestone, 1990). En esla primera

etapa los blast6meros formados son esfericos y no presenlan uniones funcionales

entresl, aunquepuedeninteractuaratravesdemecanismos paracrinosya medida

queavanzanlasdivisienes, lascelulas resultanlessoncadavez maspequenas,ya

que no se produce un incremento en el volumen total del embri6n (Anderson, 1991).



Una vez formada la mOrula (mas de 16 blastomeros que dan una apariencia

de mora en el embrion), un mecanismo de intercambio activo de sodio y potasio

(bomba Na+/K+) establecido en las membranas de las celulas perifericas del embrion,

bombea Na+hacia losespacio intracelularesdel interiordelembrion; el Na+ arrastra

haciaesosespacios H20 como resultado del gradientede presion osmotica que se

produceyse empieza a formar una cavidad entre las celulas del embrion, dondese

acumulaelliquido,ydeestamaneraseformaelblastocele,queesla estructura que

identifica al blastocisto. En ese momento se diferencian dostipos de celulas: en la

superficiedel embrionse forman celulasepiteliales, derivadasde Iascelulaspolares,

capaces de transportar Iiquido activamente y que constituyen el trofectodermo, que

dara origen a la placenta, mientras que las internas las apolares formaran el boton

embrionario 0 masa celular interna (leM) que dara origen al embrion (Anderson,

1991; Gordon, 1994).

Despuesdelafecundacion,losembrionessecolocan en elmediode cultivoin

vitro. Hansen y Block en 2004 senalaron que existe una continua mejora de los

sistemas in vitro de cultivo de embriones debido a la necesidadde buscarsistemas

que permitan producir un mejor desarrollo de los embriones ya que esta

biotecnologia se ha difundido, participando como herramienta para la optimizacion

del material genet.icoyen lasciencias biomedicas.

Existen varios factores asociados con el medio de cultivo (composicion y

propiedadesfisico-qulmicas) asi como al ambiente del cultivo, quepuedenperturbar

lamorfologia,eldesarrolloylaexpresion de genes en losembriones(Hoeta/., 1994;

Harvey at al., 2004; Fiseher- Brown et a/., 2005; Gye-Jin et a/., 2007; Takenaka et a/.,

2007). Leese y colaboradores (1998) senalan que la composicion basica de los



medios de cullivo y la concenlraci6n de oxigeno generan un gran impacto en el

desarrollo embrionario, e inftuencian aeste, siendomas evidenteque a largo plazo la

interacci6ndeambospuedegenerarestresoxidativo.

2.2 Sistemas de cultivo in vitro.

EI medio de cullivo juega un papel central en el desarrollo in vitro de los

embriones, por 10 que es muy relevante la apropiada selecci6n del medio para

cullivarlosmismos(Gliedtetat., 1996).

Los metodos actualesde cultivo para sistemas desde cigoto hasta blastocisto

de embriones de mamiferos de granja mas comunmente usados son el co-cultivo y la

utilizaci6n de medios semidefinidos. EI primero consiste en un sistema de cultivo en

asociaci6ncondiversostiposdecelulastalescomocelulasepitelialesdeloviducto,

celulasdelagranulosaeincluso celulasdelineascomerciales (Reed etat., 1996). EI

segundo uliliza un sistema libre de celulas, basado muy a menudo en un media

sencillo como fluido sintelico de oviducto (SOF), complementado can aminoacidos,

vitaminas, suero y olros componentes (Holm et at., 1999). Sin embargo, son tres los

sistemas de cultivo mas usados para la PIV, estos son clasificados de acuerdo a su

fOnTIulaci6n en: indefinidos, donde se emplean sueros y/o co-cultivo can celulas

somaticas como ya se mencion6; semidefinidos donde el co-cultivo es omitido y el

suero es reemplazado por albumina y losdefinidos a sistemas libres de proteina

dondelaalbuminaqueseulilizaesproducidaportecnologiarecombinanteo bien es

ree~lazadapormacromoleculascomoelalcoholpolivinil,elpolivinilpirrodidonao

hialuronan. Este sistema no es utilizado para la PIV a nivel comercial (Marquant-Le

Guinne y HUmblot, 1998; Farin et at., 2001; Vanroose et at., 2001: Cognie, et at.,



2003). EI medio mas comunmente usado es el SOF, tambiE!O son muy usados

KSOM, CRlaa y TCM199 (Beebe et al., 2002; Quinn, 2004).

2.2.1 Sistema de cultivo en medios indefinidos

En estos medios, elsuerosan9uineoesel componente indefinido, ya que no

se conoce su composicion exacta; se estima que puede contener mas de 1000

componentes,muchosdeloscualeslienenalgunefectoeneldesarrollodelembrion;

este puede proveer varios factores beneficos para el embrion como aminoacidas,

vitaminas, faclores de crecimiento y sustratos energeticos; sin embargo, tambien

aporta al medio de cultivo factores embriotoxicos (Bavister, 1995). EI suero

usualmente incrementa el porcentaje de blastocistos (Lim et al., 1994; Gomez y Diez,

2000), estimula el desarrollo embrionario, perotambientieneunefectoinhibiendola

primera division celular (Bavister, 1995; Camargo et al., 2002). A pesar de aumentar

el numero de blastocistos el suero tambien incrementa la acumulacion de lipidos en

el citoplasma, reduce la sobrevivencia embrionaria despuesde la criopreservacion

(Abe etal., 2002; Rizos etal., 2003) y altera la expresion de genes del desarrollo

(Wrenzycki etal., 2001; Rizos etal., 2003). Young y colaboradores (1998) y McEvoy

(2003) observaron que su usa en medios de cultivo implica diversas alteraciones

fenotipicas durante ta geslacion y los nacimientos, como problemas deplacentacion

ydescendencia,eneldenominado"sindromedelbecerrogigante".

2.2.1.1 Elsistema de co-cultivo

Elco-cultivocon·celulassomaticas porlo general es acompanado con el uso

de suero. Algunos laboratorios comerciales usan el co-cultivo para producir



embriones especialmente en Brasil, donde 50, 000 embriones son producidos

anualmente mediante co-cultivo (Da Silva et al., 2010). EI co-cultivo generalmente

proveealtosrangosdedesarrolloysehaobservadobuenacalidadconestesistema

en los embriones que se producen, locualseatribuyeavariasaccionesbeneficasde

lainteracci6nde los embriones con el cullivo de celulasya que eslas modifican la

composici6n del medio, haciendolo mas apropiado para el cultivo de embriones

(Edwards etal., 1997). Lascelulas somaticas contribuyen al desarrolloembrionario

mediante la eliminaci6n de sustancias nocivas como metales pesados, as! mismo la

interacci6n de varios ovocitos 0 embriones con las celulas Iibera secrecion de

factoresembriotr6ficospromoviendofactoresdecrecimiento,porotraparte,protege

al embrion contra la accion de las especies reactivas de oxigeno (Catt, 1994;

Bavister, 1995; Rizosetal., 2001;Xuetal., 2001)

Pese a 10 anterior, el co-cultivo tambien posee algunas desventajas. Las

celulas somaticas pueden producir alguna variacion por los diferentes tipos de

celulassomaticas usadas, el numero de pasajes que estastengan ,0 bienelorigen

de lascelulasque puedenserde una especie heterologa a lacualse estecultivando,

(porejemplo,elcultivodeembrionesbovinoseneloviductodelasovejas).Lostipos

de celulas utilizadas para el co-cultivo con mayor frecuencia son celulas (de la

granulosa, cumulares, de epitelio oviductal, del epitelio uterino, y celulas de

fibroblastos) 0 parcialmentetransformadasde Iineascelulares (porejemplo, h!gado

de rata y celulas vero). Las celulas de la granulosa se han utilizado ampliamente

debidoaquesontacilmentedisponiblesen losaspiradosfoliculares. EI problemaes

queporlogeneral se obtiene de una poblacion aleatoria de los foliculos,dandouna

poblaci6n muy heterogenea y por 10 tanto tienen una alta variabilidad entre lotes



(Catt, 1994). Porsu parte, cuandoel co-cullivose haceen celulas oviductuales, sus

componentes hacen que el medio posea caracteristicas que son mas parecidas al

media fisiol6gico materna in vivo para los embriones (Edwards et al., 1997), por 10

que puede ser el material mas apropiado para el co-cultivo de embriones. EI musculo

lisa del utero es olro tipo de celulas que !ambien se han utilizado para producir

embriones en el sistema de co-cultivo de la especie bovina, aunque no es muy

popularsu uso (Park etal., 2000). EI co-cultivoen sistemas de pequenos rumiantes

(ovinosycaprinos)generalmentese basaen la inclusi6n de las celulas del oviducto

en medio TCM-199 (Basil et al., 2010).

Lascelulassomaticasusadas paraelco-cultivopueden sersusceptiblesala

contaminaci6n viral como el virus de la diarrea viral bovina (Waldrop etal., 2004)

herpes virus bovino tipo 1 yesta contaminaci6n puede influenciarel ambiente de

cultivoin vitro afectandoel desarrollo embrionario y prapiciando replicaci6n de los

virus en las celulas embrionarias,lo cual implica un problema sanitario cuando los

embrioneshan desertransferidos (Vanrooseetal., 1999)

EI co-cullivo puede suplementarse tanto con componentes definidos

(hormonas) y no definidos (sueros) (Feugang et al., 2009). Sin embargo, hay una

tendencia entre los que realizan PIV para la investigaci6n, donde se prefiere el uso

de medios qufmicamente definidos y semi-definidos, sin la ayuda de las celulas

somaticas(Thompson, 2000).

2.2.2 Sistema de cultivo en medios semi-definidos

En los medios'semi-definidos debido a las evidencias de los efectos

detrimentales del suero en el desarrollo embrionario y fetal, se elimin6 este como un



componente (Young et al., 1998), sustituyendolo con albumina serica bovina (BSA),

eliminando asi muchos componentes potencialmente nocivos para los embriones que

van implicitosenel suero(Bavister, 1995). Laalbuminaesunadelasproteinasmas

abundantesdeltractoreproductivoenlosmamiferosypuedetenerun papel nutrilivo

yprotectorduranteel desarrollo del embrion posl-compactacion(Thompson,2000).

Laadiciondealbuminaaembrionesconfierecaracteristicasdeproteccionque

noofrece el sistema definido, ademas de algunos nutrientes importanlestalescomo

aminoacidos, acidos grasos y citrato (Gray et al., 1992; Blake et al., 2002). La BSA

mejora la capacidad de los medios semi-definidos para apoyar sustancialmente el

desarrollodelembrion (Thompson y Peterson, 2000); sin embargo,esta proteina no

hapodidosercompletamentepurificadayestodaviauncomponenteindefinido,con

implicaciones en la variabilidad del sistema (Vanroose et al., 2001). La BSA puede

sersometidaa extraccion pormediode solventes organicosde los acidos grasosy

otroscompuestoslipofilos, obleniendose una version esencialmentelibredeacidos

grasos (FAF). BSA-FAF se ha utilizado ampliamente en los medios de cultivo, con

resultados aceptables. Aunque todavia no es un componente definido, es mucho

menos variable que el suero. Los medios que contienen BSA-FAF se conocen

genericamente como semi-definidos y son utilizados por muchos para fines de

investigacion (DaSilvaetal., 2010).

Los medios semi-definidos se utilizan a menudo en el desarrollo in vitro de

embriones, basados en los componentes del SOF, ya que contienen aminoacidos

esenciales y no esenciales, y complementado con BSA (Holm et al., 1996; Coppola,

eta/., 2007). Coppola y colaboradores (2007) seiialan que en sus investigaciones,

los embriones cultivados en SOF suplementado con aminoacidos (SOFa) en una



atmosfera de 5% de O2 , 5% de CO2, 90% de N2 a una temperatura de 38 ·C yalta

humedad resulto en una tasa de blastocistos de 19.2%. Este resultado fue

confirmado por Wan y colaboradores (2009), quienes demostraron que los sistemas

de cultivo sOF suplementado con BsA y aminoacidos producen blastocistos de alta

Krisher y Bavister (1999) demostraron mediante sus estudios que los

embrionesde bovino puedensercultivadosen un medio Iibre de suero fetal bovino

(SFB) con cantidades muy bajas de BsA con buenos resultados. Por su parte, Rizos

y colaboradores (2003) encontraron que la BsA en el medio de cultivo de embriones,

produce una mayor viabilidad en los mismos despues de la vitrificacion en

comparacion con el suero.Algunasotras investigacionesreportanqueelempleode

la BSA es benefico, Abe y colaboradores (2002) concuerdan con 10 anterior

selia lando que los embriones posen mayor viabilidad despues de la

crioconservacion, asi mismo Hoshi (2003), encontro que cuando los ovocitos se

maduran y se cultivan los embriones en un medio de cultivo con 1 mg/mL de BsA,

habiamenorvariabilidad en elpeso del recien nacido. Bavister(1995) yThompson

(2000) selialan que la desventaja de la BsA es que es un componente biologico

expuesto a contaminacion y que debido a esto puede perjudicar al embrion, el

desarrollo fetal, y asl mismo su papel en cultivo in vitro no es muy claro. Ante esto,

Orsi y Leese, (2004) selialan que un posible papel de BsA en el desarrollo

embrionario puede ser proporcionar aminoacidos como sustratos para el

metabolismo del embrion, 10 que podria favorecer a este en su desarrollo.

Recientemente, Miles'y colaboradores (2005) informaron alteraciones en el

desarrollo temprano en la placentacion cuando los embriones de bovino eran



cultivados en un sistema semi-definido, sin embargo los defectos pueden estar

asociados con el origen de la BSA a partir de la cornercializaci6n por diferentes

empresas (Peterson y Lee, 2003). Una alternativa para la reducci6n de la

contaminaci6n por BSA es usar BSA recombinante, que puede proporcionar

porcentajes de blastocistos y supervivencia simi lares al uso de BSA convencional,

despues de criopreservaci6n (Lane etal., 2003).

2.2.3 Sistema de cultivo con medios definidos

Como se mencion6 anteriormente, en las celulas de co-cultivo y los sistemas a

basedesuero,estoscomponentesproporcionanfactoresdecrecimientoyprotecci6n

a los embriones contra elementos t6xicos. Por 10 tanto, cuando los embriones se

cultivanenunmediocompletamentedefinido,laformulaci6ndebecontenertodoslos

nutrientes y factores de crecimiento requeridos por el embri6n, asi como

antioxidantes, quelantes y otras moleculas protectoras. Los medios definidos, se

desarrollaron inicialmente en los arios 70 y principios de los 80, sin embargo no

pudieroncumplirconestosrequisitos,ylosresultadosfueronpobresen terminos de

producci6ndeembrionesydecalidad,particularmenteconlosembrionesproducidos

in vitro (Bavister, 1995;Vanroose etal., 2001).

Posteriores estudios han demostrado que embriones bovinos producidos;n

vitro pueden desarrollarse en sistemas de cultivo Iibres de proteinas (Pinyopummintr

y Bavister, 1991; Keskintepe et aI, 1995; Holm et aI, 1999). Lane y colaboradores

(2003) han implernentado el uso de albumina de suero humane producida con

tecnologfarecombinante,encombinaci6nconacidohialur6nico,unamacromolecula

producida por fermentaci6n de la levadura, presente en los f1uidos reproductivos,



siendo ambas moleculas completamente definidas. Por 10 tanto, el empleo de medios

completamente definidos que contienen estas moleculas y suplementado con citrato

(que normaImente es unido a BSA) ha side exitoso para la producci6n de blastocistos

bovinos.

La ventaja del sistema de medios definidos es que eliminan los posibles

efectos nocivos de los sueros, el co-cultivo y la albumina en la PIV. Tambien permite

un mejorcontrol de las condiciones del cultivo, facilitandola realizaci6n de estudios

encaminados a evaluar requisitos del metabolismode losembrionesbajola adici6n

de algunos componentes en el cultivo, asegurando una mayor credibilidad de las

repeticiones,dandounaventaja para la fiabilidad delosexperimentosconembriones

explorando respuestas a las modificacionesen las condiciones de cultivo (Blanco et

81.,2011).

La producci6n de blastocistos mediante sistemas de cultivo definidos no ha

sidoconsistenteentreestudiosyconfrecuencia ha bajadola producci6nen

comparaci6n con los sistemas semi-definidos (Lonergan etal., 1999; Kuran etal.,

2001; Drsi y Leese, 2004), 10 que ha limitado su uso en la industria pecuaria. Una

probable causa de la disminuci6n en laproducci6n deembriones pod ria serdebido a

que los medios definidos notienen la acci6n protectoradesuerooel co-cultivo, por

locualsededuce.queestos sistemas pueden hacermas sensibleslosembrionesa

los t6xicos, la contaminaci6n y el estres oxidativo. Por otra parte, el cultivo de

embriones en medios completamente definidos los hace mas sensibles a factores no

fisiol6gicostales como los contaminantes presentes en el medio decultivooquese

acumulandespuesdelainteracci6ndelosembrionesconelmedioduranteun cierto

'8I1ll0, ya que nolienen losefectos protectores del suero 0 la BSA. Los productos



t6xicos se generan en el cultivo por el metabolismo del embri6n 0 por la

descomposici6n 0 transforrnaci6n espontanea de moleculas, por ejemplo, la

glutaminaes inestable a temperaturas de cultivo y genera amoniaco, que es t6xico

para los embriones si se acumula en el medio (Gardner y Lane, 2002; Lane y

Gardner, 2003). Para evitar la toxicidad del amoniaco, varias estrategias pueden

utilizarse como cambiar a los embriones a medio fresco despues de 2-3 dias de

cultivo, ponera los embrionesen grandesvollimenesde medio decultivo(500~Lpor

pozo) sin una capa de aceitepara permitirladisipaci6n de amoniacofueradelmedio,

yfinalmente, el usode fuentes masestables de glutamina, tales como el dipeptido

alanil-glutamina (Lane eta/., 2001).

Como ya se menciono hay varias estrategias para proteger a los embriones

producidosen mediosdefinidos, debido a que estan masexpuestos a losfactores

t6xicos en estos sistemas, aminoacidos, antioxidantes, quelantes y el uso de

super6xido dismutasa (SOD), asi como bajas concentraciones de O2 durante el

cultivodebenserconsiderados(Vanrooseeta/., 2001).

2.2.4Slstemasecuencialdecultivo.

Oebidoa los cambiosen los requisitos del embri6n durante el crecimiento, el

uso de medios de cultivo con formulaciones similares a las secreciones que se

encuentranendiferentessitiosdeltractoreproductivoduranteeldesarrollohastala

preimplantaci6n favorece la calidad de los embriones. EI fundamento del cultivo

secuencial se basa en estudios metab61icos en los que las diferenciasimportantesse

han encontrado entre losembrionesen etapastempranasyavanzadasdedesarrollo.

Esta "dualidad" del comportamiento metab61ico ha lIevado a la evoluci6n de los



sistemas como los medios secuenciales, en el que los embriones son cultivados en

medios de dislinta composicion, de acuerdo con sus necesidades especificas de

cadaetapa(GardneryLane,2002;LaneyGardner,2003).

En embriones humanos, el medio secuencial mejora el desarrollo hasta el

estadiodeblastocisto, yofrecelaopcion de transferir solo un embrionaluterodela

madre en lugarde tres 0 mas embriones en etapas anteriores, evitandoasimultiples

gestaciones (Lane y Gardner, 2003). Actualmente, existen diferentes medios

secuenciales disponibles para el cultivo embriones humanos tales como G1.2/G2.2

(Gardner,1994)yM1/M2(Zolineretal.,2004).

En bovinos Olson y Seidel (2000a), Olson y Seidel (2000b), De la Torre­

Sanchez y colaboradores (2006) y Barcelo-Fimbres y Seidel (2007) entreotros, han

empleado medios qulmicamente semi-definidos de un sistema secuencial de cultivo

CDM1/CDM2 con buenos resultados. En embriones bovinos en general el sistema

secuencialdecultivosehacedesdeelcigotode1-celulahastaelde8-celulascon

un primer medio y luego se transfiere a un segundo medio en el permaneceran hasta

lIegar a la etapa de blastocistos. En la primera etapa el medio contiene una baja

concentraci6n de glucosa y solo aminoacidosesenciales; durante Iasegundaetapa

el entorno contendra niveles mas altos de glucosa y el conjunto completo de

aminoacidos.

2.3 Estresoxidativo

Sies (1985) define el "estres oxidativo" como "una alteracion en el equilibrio

prooxidante-antioxidante en favor de los primeros. "Estadefinicion no tiene en cuenta

lageneraci6nderadicaleslibres;porlotanto,ladefinici6nactualizadadelestres



oxidativopodriaser"perturbaci6ngraveenlarelaci6nprooxidantes-antioxidantesa

favor de los primeros, que conduce a un dane potencial a las celulasy6rganos". En

esencia, el "estres oxidativo" se produce cuando la formaci6n de productos

bioactivos de oxidaci6n en gran medida supera la capacidad end6gena del sistema

dedefensacelularantioxidante(DaSilvaetal., 2010).

EI estres oxidativo produce un desequilibrio entre la generaci6n de especies

reactivas de oxfgeno y la capacidad de los sistemas de defensa oxidativa y sus

efectosadversos, dondelasespeciesoxidativas, sonespeciesqu imicasqueposeen

radicales libres, capaces de aceptar uno 0 mas electrones disponibles 10 cuallas

hace altamente reactivas e inestables. Esteestres funcionalterminara a corto plazo

con la muerte de las celulas que 10 experimentan y ademas, por la Iiberaci6n del

excesode RaS, potenciaraelfen6meno deperoxidaci6n lipidica de las celulasque

todavla mantienen funcionalidad, 10 cual da lugaral envejecimiento prematuro que

provocaralamuertecelularacortoperiododetiempo(Vascoetal.,2008)

Hasta cierto nivel, la producci6n de RaS es un proceso normal en el

metabolismo celular, Combelles (2009) definen las RaS como moleculas derivadas

de productos intermediarios del·metabolismo celular, formando poderosos oxidantes.

Cuando se produce un exceso las Ras pueden oxidar y modificar cualquier molecula

resultando con esto una alteraci6n funcional y estructural. Sharma y Agarwal, en

1996 mencionaron que las especies reactivas tienen la habilidad de reaccionarcon

lasmoleculasyoxidartasresultandoconestoalteracionesestructuralesyfuncionales

en dichasmoleculasyeldano resultante a lascelulasy6rganos puedenactivary/o

acelerarlosprocesosdeenfemnedades. Guerinycolaboradores (2001)seiialanque



existen numerosas condiciones end6genas y ex6genas y pueden inducir el estres

oxidativo.

2.3.1 Principales metabolitos producidos por ROS

Como se menciono con anterioridad la presencia de radicales libres favorece

la presencia de ROS, los radicales libres se forman facilmente y son muy reactivos e

inestables. Estos se forman cuando un enlace covalente se rompe y sobra un

electr6n el cual puede pertenecera cualquier molecula (lipidos, proteinas, acidos

nucleicos,carbohidratosocualquierotramoleculacercana)yprovocarunacascada

de dar'\os (Karlsson, 1997; Pierce et a/., 2004). En resumen, cuando los radicales

Iibres roban un electr6n de una molecula ocompuesto que los rodea se forma un

nuevoradicallibreenellugardelamolecula(Goldfarb, 1999).Cualquierradicallibre

de oxlgeno puede ser referido como un ROS, los mas comunes incluyen: el ani6n

super6xido (Or), el radical hidroxilo (OH), el oxigeno (02), y el per6xido de hidr6geno

(H20 2). Los aniones super6xido se forman cuando el 02, adquiere un electr6n

adicional, dejando la molecula con un solo electr6n desapareado. Dentro de la

mitocondrias el O2 esta continuamente formandose. La tasa de formaci6n depende

de la cantidad de O2 que fluye a traves la mitocondria en cualquier momento dado.

Los radicales hidroxilo son de corta duraci6n, perc son los radicales mas

perjudicialesdentrodel cuerpo. La reacci6nde Harber-Weiss (Figura 1)explica la

formaci6n de estos radicales (Vieira, 2006).



Fe2+ +H20~ Fe3
+ + OH- + OH'(Reaccion de Fenton)

Figura 1. Reaccion de Harber-Weiss (Guerin et al., 2001 adaptado por Vieira, 2006)

H202: EI peroxidodehidrogenorepresentalamasreactivadelasespeciesde

ox[geno,yaquenecesitasolamente unelectron,peroel problema principal del H20 2

es que atraviesa facilmente las membranas celulares durante la recepcion de un

electron. La presencia de cantidadestrazade metalesen transicioncomoelhierroy

el cobre da lugar a la formacion de H202 normalmente procedente de hierro 0 de

cobre(AshokyAli,2003).

2.3.1 Factores endogenos de ROS en la PIV

ROS se produce por varias vias, sin embargo la mayor causa de la produccion

de ROS en embriones y ovocitos es por la via de la fosforilacion oxidativa, NADPH

oxidasayel sistemaxantin oxidasa segun la etapa de desarrolloylas condiciones

del cultivoin vitro (Guerin eta/., 2001).

FosforlJac/6n ox/dativa (OXPHOS): Durante la pre-implantacion de

embriones se genera ATP via OXPHOS y glicolisis (Thompson et al., 2000) la

inhibicion de OXPHOS reduce la generacion de ROS, Machaty y colaboradores

(2000)estudiaronunefectoobteniendoresultadospositivosenla PIVdeembriones

porcinosyThompsonycolaboradores(2000)enbovinos.

NADPH: Se estudio en blastocistos de conejos que NADPH oxidasa es una

causa de ROS ya que produce el anion superoxido y H20 2 (Manes y Lai, 1995)



Xantln Oxldasa: Alexiou y Leese (1992) sugirieron que las purinas son el

productofinaldel nnetabolisnnodelsistema xantin durante!a pre-implantaci6n de los

ennbriones de rat6n. La inhibici6n de xantin oxidasa induce una disminuci6n de ROS

(Nasr-Esfahani y Johnson, 1991). En la cascada de efectos de esta reacci6n se

encuentraquehipoxantinacausael bloqueodedoscelu!as enembrionesde rat6n

(Loustradisetal.,19S7)ylaspurinasresultantesinhibenelefecto del desarrollo de

losembrionesin vitro (Nureddin atal., 1990).

Otros nnecanismos como el Glicolato oxidasa pueden estar implicados en la

producci6n de ROS en embriones (Khalchadourian at al., 1994) ver Figura 2.

FadoresexOOenos Mecanismos end6genos

I '".~ \. dMembranaNADPHOxidasa
Leucocilospolinucleares ~FOSforilaa6nOXldabVa

~
GI1COlaIO OXidasa

't~~~ndeOXigeno~? t+
Excesode guoosa O2 T
lonesmetalicos H,O,
Luzultravioleta Fe'+
lonesradiactivos
Sueros . . 1 '
Contanvnacl6ndelairep~;,:=::'" F'~,""O"

HiPOXanlJl~ntin
Figura 2. Representaci6nesquematicadelasprincipalescausasdelageneraci6n de
ROSenlosovocitosyembriones.
D6nde: 1: O2-* reduce Fe3+, 10 que Ie permiteentraren reaccionesdetipode Fenton;
2: La reacci6nde tipo Fenton produce radicales hidroxiloextremadamente reactivos
3: Xantine oxidasa; 4: Super oxidodimutasa; ?: Mecanisnno hipolEitico (Silva at al.,
2010 adaptadode Gueri[1 etal., 2001).



2.3.3 Factores ex6genos que inducen a la formacion de ROS en la PlY

Los factores ex6genosson de gran importancia en la PIV. ya que pueden ser

manipulados a favor de esla. Entre los factores exogenos mas relevantes se

encuentra la presencia de caliones metalicos.la exposicion de los embriones a luz

de forma repetida. 0 prolongada, asi como, la actividad de la enzima amino oxidasa

presente en medios de cultivo tras ser liberada por los espermatozoides muertos

(Nakayama et al., 1994; Harvey et al., 1995; Takahashi et al., 2000; Ahuja et al.,

2009; Basu,2010),siendoestosfactoresaltamentet6xicosycausandogravesdanos

ala celula a traves de la peroxidacion de Iipidos de membrana, inactivacion

enzimatica y dana del ADN en muchos tipos de celulas inciuyendo los ovocitos y los

espermatozoides. Asl mismo, la concentraci6n de 02 puede causar la produccion de

especiesoxidoreactivas,entremuchosotrosfactores(Guerinet al., 2001).

Cationes Metalicos: La presencia de trazas de cationes metalicos como Fe y

Cu" inducen a la formacion de ROS via las reacciones de Fenton y Harber-Weiss

(Figura 1). LosmetalesactUandirectamente en los Iipidospotencializandoel dana

porperoxidaci6nteniendoefectoeneldeteriorodeldesarrollodelosembriones.Los

cationesmetalicosseencuentran presentesenel aguay/oenlassalesempleadas

paraprepararlosmedios(Nasr-Esfahaniatal., 1990).

La Luz: En ratones esla estudiado que la exposicion por mas de 5 minutos es

suficiente para producir H20 2 (Goto et al., 1993) esta reacci6n puede explicar la

excesiva producci6n de ROS en embriones producidos in vitro (Nakayama et al.,

1994).

La enzlma amino, oxidasa: Los sueros pueden contener niveles altos de esta

enzima. Esta calaboliza enzimas, aminoaldehidos y disminuye la actividad amina



produciendo H20 2• La enzima amino oxidasa tambien se relaciona con la muerte

espenrnatica durante la FIV (Shannon, 1978; Parchament el al., 1990).

Los espennatozoides: Estos tambien juegan un papel importante en la

producci6ndeespeciesreaclivasdurantelaFIV, yaque laincubaci6n in vitro con un

numero critico de espermatozoides causa el incremento de sustancias reactivas

producidasporlosespennatozoides (Alvarezelal., 1996).

La concentraci6n de oxigeno: se describe mas adelante.

En resumen, existen numerosas condiciones end6genas y ex6genas que

inducen a la formaci6n de ROS (Ornoy el al., 1996) representadas en la Figura 2.

2.3.3.1 Laconcentraci6nde02eniaPIV

EI metabolismo molecular del O2 es importante para la producci6n de

embriones (Magnusson ela/., 1986; Houghton elal., 1996; Thompson elal., 1996).

Lascelulas queviven en condiciones aer6bicas constantemente deben enfrentarel

oxlgeno (02) parad6jicamenteel 02que esnecesario para mantenerla vida, posee

metabolitos, tales como ROSquepueden nnodificarlasfuncionescelulares,poniendo

en peligro la supervivencia celular 0 ambos (Ashok y Ali, 2003). EI porcentaje

promedio de O2 consumido entre m6rulas y blastocistos bovinos es de -2 nL por

embri6nporhora(Overtromelal., 1992). Jones (1985) estudio quela concentraci6n

de 02 en un medio equilibrado en una incubadora con condiciones atmosfericas

similares a las del medio materna es de 224 ~moliL siendo esto considerablemente

alto para la concentraci6n fisiol6gica de 02 (-10 ~moIlL) consecuentemente esto

lIeva a un incremento de O2 que conduce a la activaci6n de enzimas resultando

nivelesaltosde02enlascelulas.



Harveyy colaboradores(2002) serialan queel 02puede serconsiderado un

suslralo importante (usualmente no considerado) en la PIV ya que el O2 es esencial

en la conversi6n de ADP a ATP en la fosforilaci6n oxidativa, juega un papel en el

electron aceploralcambiarloporel eleclronlransportador. Sin embargo,el usodel

O2 como un suslralo de energia lambiEln resulla en la produccion de ROS,

particularmente del anion superoxido y de radicales hidroxilo. ROS es allamenle

aceptordeeleclrones,asi mismoelperoxidodehidrogeno,noesunradical,peroes

un produclo del O2- y la catalisis de iones melal. H20 2 y O2- pueden formar OH y

eslos evenlos no son favorables para el embrion, eslos eslan asociados con un

cambio en el eslado oxido-reducci6n (redox), siendo esle un eslado que describe

complejas inleracciones de concenlraciones reaclivas que generan reducci6n-

oxidacion de una variedad de molE~culas incluidas nicolidamina, nucle6lidos adenina

(NAD (P)+/NAD(P)H), flavinas (FAD+/FADH), ubiquinona, peroxidos y tioles (ejemplo

glulalion), y olras moleculas, que puede tener un papel causal, por ejemplo

espermatozoidesmediadaporlaactivacion del ovocilo,laactivaci6nembrionaria del

genomaylaeclosionembrionariaapartirdela ruplura de la zona pelucida (Harvey

eta/., 2002).

/n vivo en ellumen deltracto reproductivolos embrionesson rodeadosen el

oviducto porel fluido uterino, el cual posee el 02Y lossuslralos melab61icos para

conlinuarsucrecimientoysobrevivencia,Iaconcenlraci6ndeO2sehareportadoes

de alnededorde 3a g% (Mastrioani y Jones, 1965: Rieger, 1992). FischeryBavisler

(1993), reportaronqueiaconcenlraci6nde02en la mayoria de los mamiferos en el

tracto neproductivo de va de un 3.5 a un B%. Concordando con 10 reportado por

Trounson y Gardner (2000) quienes compararon la concenlracion de O2 en el lumen



del oviducto para olras especies como el conejo siendo de 2 a 6%, el mono rhesus y

el hamsler del B%. Leese (1995), seiiala que despues de la ovulacion y la

fertilizaci6n,losembrionesmigranal utero para sudesarrolloeimplantacionsiendo

allf menor la concenlracion de O2que el oviduclo. Asi mismo, Burton y colaboradores

(2003)concuerdanconloanteriorydescribenqueenlafertilizacionyel desarrollo in

vivo, el embri6n se produce en un entornobajo de O2, 10 cual es importante para

evitar las condiciones que expongan a los embriones y gametos a ROS y que

promuevaneldaiioqueestasespeciesreactivascausan (Agarwal y Said,2005).

In vitro Harvey y colaboradores (2004), seiialan que la concentracion de O2

usada durante el cultivo de embriones puede influenciar el desarrollo de. los

embriones,elnumerocelularylaexpresiondegenes. Los resultados desu estudio

sugierenqueiaconcentracionde02puedeinfluenciarlaexpresionde algunos genes

en embriones bovinos en postcompactacion. Otrosestudiosdeembrionesdevarios

mamfferosen sistemas in vitro han demostradoque la reducci6ndelaconcentracion

de O2 ha favorecido el desarrollo embrionario (Thompson et al., 1990; Watson et al.,

1994; Trounson y Gardner, 2000). Thompson y colaboradores (1990) demostraron

que la concentracion de O2 a7% ha incrementadoel desarrollo de 10sembrionesen

comparaci6n del 20%. LiuyFoote (1995),reportaron queelcultivoembrionariocon

allatensi6nde02(20%)puedeproducirmasradicaleslibresquelos cultivadosbajo

Ante esto Booth y colaboradores (2005) seiialan que el efecto positivo de la

baja concentraci6n de 02 en el cultivo embrionario se ha reportado en muchas

especies por mencionar algunas la fertilizacion de embriones porcinos en bajas

concenlraciones de O2 incrementa el numero de celulas, y el porcentaje de



producci6n de embriones (Karja et al., 2004) comparados con los cultivados en un

20%de02dondesehareportadointerrupci6neneldesarroliofetal(Karagencetal.,

2004), no habiendo estos resultados en un 5% de O2. La reduccion de las

concentraciones de O2 ha mostrado una mejora en el desarrollo en la fertilizaci6n in

vitro de embriones bovinos (Thompson et al., 1990) resultando en menos embriones

quesufrenbloqueoeneldesarrolioenelestadiode8a16celulas(LiuyFoote,

1995). La alta concentraci6n de O2 puede afectar la transicion del cigoto,

incrementando la longitud del ciclocelularen lamayoriade los embriones(Lequarre

etal., 2003).

La bajaconcentraci6n de O2 puede contribuira lareduccion de laformacion

de radicaleslibres (Lane, 2001). Mientraslaaitaconcentracionde02puedecausar

apoptosis en los ovocitos 0 embriones (Yuan et al., 2003) y/o alteraciones en la

expresi6n de genes (Harvey et al., 2004). Karagenc y colaboradores (2004)

reportaronqueelcultivoenun5%de02puededisminuirlarelacionde masacelular

interna:trofectodermo celular. Fischer-Brown ycolaboradores (2002) seiialan que el

efecto de la concentraci6n de 02 en el desarrollo embrionario de los embriones

producidos in vitro depende iambien del medio de cultivo y el sistema de cultivo

usadoyesteefectopuedevariarentreespecies.

La concentracion de O2 tambien puede influir en la tasa de desarrollo

postransferencia de embriones producidos y desarrollados in vitro. Iwata y

colaboradores(2000) reportaronqueel pesoal nacerhabiasido mayorcuandose

cullivaronembrionesbovinosenlaetapade5celulasen20%de02(aire)enlugar

de5%de02.



Los sistemas de cultivo definido y semi-definido generalmente requieren O2

bajo (5%) para dar mayores tasas de blastocistos (Vanroose etal., 2001) aunque

Voelkel y Hu, (1992) encontraron que la producci6n de blasctocistos es baja en

sistemas indefinidos como co-cultivo en medio TCM199 y usando rangos de un 5%

hasta un 20% de O2. Pero se considera que la alta concentraci6n de 02puedeser

mas pe~udicial a los embriones en los sistema de cultivo en medios definidos y semi­

definidos en comparaci6n con el sistema de medios indefinido debido a un mayor

incremento de O2 causando una mayor formaci6n de radicales Iibres, probablemente

debido a un aumento del estn!s oxidativo en los sistemas semi y definidos (Bavister,

1995; Vanroose et ai, 2001). Ejemplo de esto es el trabajo Rizos y colaboradores

(2001) dondeen un medio SOF libre de co-cultivo pero con la adici6n de suero, el

desarrollo embrionario y la supervivencia despues de la crioconservaci6n fueron

favorables usando 5% de O2 en comparaci6n con 20% de O2. Lonergan y

colaboradores (1999) observaron que el cultivo de embriones bovino en SOF y en

SOF mas BSA utilizando 5% de O2 en comparaci6n con el 20% aument6 el

rendimiento de blastocistos en el dia 8. Del mismo modo, Lane y colaboradores

(2003) reportaron una mayor\asa de blastocistos usando e15% de O2 y libre de

protelnas en medio definido secuencial G1.1/G1.2. Fischer-Brown y colaboradores

(2005) informaron que los embriones que cultivaron en un medio semi-definido en

una atm6sfera de 20% O2 en su desarrollo posterior tuvieron un aumento en el

numero de cotiledones y del tamalio de estos. Los terneros tambien fueron mas

pesados que los de losembriones cultivadosen 5% 02. Losautores observaronque

este ultimo efecto era evidente cuando los embriones se cultivaron en KSOM en

comparaci6n con el SOF.



En resumen muchos estudios han demostrado que la condici6n atmosferica de

oxigeno durante el cultivo tiende al aumento de los niveles de ROS cuando aumenta

laconcentraci6nde02,teniendoefectosnofavorablesenelcrecimientodelembri6n

y el resultado se refleja en el desarrollo deficiente de los mismos (Oyawoye et al.,

2003; Harvey, 2007), debido a que en los medios de cultivo in vitro la alta

concentraci6n de oxigeno en comparaci6ncon in vivoconlleva a un incremento de

lasespeciesreactivasdeoxigeno(Luvonietal., 1996).

2.3.4. Producci6n de ROS en los medios de PIV de embriones

En los medios in vitro usualmente se incrementa la producci6n de ROS 10 que

produce danos celulares. EI papel de ROS en el medio de maduraci6n y antes del

desarrollo embrionario es controversial, Ashok y Ali (2003) senalan que la MIV es el

paso mas critico para la generaci6n de ovocitosviables para PIV. La concentraci6n

de02enelfluidofoliculardisminuyeconelcrecimientofolicular, 10 que sugiere que

una menorconcentraci6n de 02se requiere para la maduraci6n de ovocitos. Tarin

(1996) sei'lala que el estresoxidativo durante la maduraci6n in vitro induce errores

cromos6micosquesonindetectablesenlavidaydesarrollodelosovocitos,perolas

consecuencias son manifestadas despues de la fertilizaci6n. Downs y Mastropolo

(1994) al igual que Ceticay colaboradores (2001) concuerdan que ROS participa en

la interrupci6n mei6tica. Porsu parte en 1994 Funahashiy colaboradores realizaron

un estudioen el cual observaron que los nivelesdeglutati6n decrecen,disminuyendo

enelcitoplasmadurantelamaduraci6ninvitrodelosovocitosporcinosy Del Corsoy

colaboradores tambien en 1994 atribuyeron a las ROS como la mayor causante de la

interrupci6neneldesarrollodelembri6nylamuertecelular. Harveyycolaboradores



(2002) determinaron que en bovinos, en MIV con menDs del 20% O2 la maduraci6n

nuclear fue superior que con menDs del 5% 02 para un medio que contenfa 5,6 mM

glucosa. mientras que Burton y colaboradores (2003) refieren que menDs del 5% de

02da mayorestasas de deescisi6n yeldesarrollo en blastocistos quemenosdel

20% en O2 en un medio con 20 mM de glucosa. Da Silva y colaboradores (2010)

concluyeron que no existen muchos estudios que hayan examinado el efecto de la

concentraci6n de O2 en MIVen la competenciade los ovocitos Y los resultados son

inconsistentesentrelosestudios.

En cuantoalefectodela concentraci6n de 02en FIV,deigual modo que para

MIV hay algunos informes y resultados polemicos. Agarwal y Said (2005) senalan

que la generacf6n de ROS ex6geno en el medio de fertilizaci6n afecta a los ovocitos

y la preimplantacf6n de los embriones. Recientes estudios de Gonc,:alves y

colaboradores(2010)estudiaronelefectodelosantioxidante5 durantelafertilizaci6n

in vitro de embriones bovinos, el proceso espermatico y el desarrollo embrionario,

obteniendo como resultados que el ROS juega un papel en la fertilizaci6n, la

capacftaci6n de espermatozoides de bovino, asf como en la interacci6n entre los

espermas-ylosovocitos. TakahashiyKanagawa (1998) observaron que losovocitos

bovinos son fecundados de igual modo bajo 5 y 20% de O2, mientras que Tanghe y

colaboradores (2003) informaron que la reducci6n de la tensi6n O2 disminuy6 la

fertilizaci6n de los ovocitos. La causa de la polemica en los estudios del dane de

ROS durante MIV y FIV podria ser causado por el tipo de cultivo. Yuan y

colaboradores (2003) sefialan que la presencia de celulas somaticas influye en el

cambio de atmosfera. In vitro en sistemas de cultivo libres de celulas somaticas 5%
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de O2 ha demostrado un desarrollo 6ptimo, sin embargo usando un co-cultivo con

celulas somaticas en ovocitos 0 embriones 20% de 02 (que es el tipo de cultivo

convencionalqueseacostumbra usar) mostr6 buenos resultados, concordandocon

esto Khathiry colaboradores (2005) y Correa y colaboradores (2008). Por su parte,

Goovaertsycolaboradores(2009)encontraronquelacompetenciapara el desarrollo

ylacalidad individual decada cigotocultivado seve beneficiadaporlapresenciade

cumuloscelularesen el primerdla de cultivooen un cultivosimple hasta elquinto

dla,ademassepuedenobtenerunmayornumerodeblastocitoscuandoloscigotos

soncultivadosabajosniveles02'

Engeneral,losovocitosylosembrionessonsimilaresaotrascelulasaerobias

yen la mayoria de loscasos responden iguala laacci6ndeROSyaque paraellasel

uso de O2 produce energla alrededor de la mitocondria durante la fosforilizaci6n

oxidativa,produciendoseunestresoxidativaqueesresponsabledemuchostiposde

danosenelembri6n los cuales incluyen alteraciones mitocondriales,bloqueocelular

de los embriones, depleci6n de los ATPs y apaptosis (Guerin et al., 2001), induce a

laperoxidaci6ndeloslipidos,asicomotambienseleatribuyenefectosrelacionados

en la divisi6n celular, transporte metab6lico y difusi6n mitocondrial. EI estres

oxidativo y el ROS producen dalia en la membrana celular (Aitken et al., 1989),

fragmentaci6n de DNA (Halliwell y Arouma 1991), disfunci6n mitocondrial e inhibici6n

de la fusi6n esperrna-ovocito (Aitken y Clarkson, 1987). Asi mismo, durante

capacitaci6n ROS y el estres oxidativo participan en la inducci6n a la motilidad

hiperactivada y capacitaci6n esperrnatica (O'Flaherty et al., 1999; Ali etal., 2003;

Funahashi,2005).



Durante el desarrollo embrionario, las condiciones entre la fertilizacion y el

cultivode losembriones se refleja el efectode la concentracion de 02afectando la

expresiondegenesinvolucradosenvariosprocesosfisiologicosquepuedenllevaral

embrion a estres oxidativo, danos a las uniones GAP y diferenciacion, y se estima

que ROS puede ser responsable de generar mayor fragmentacion al embri6n, dando

como resultado el aumento de la apoptosis (Yang et al., 1998; Rizos et al., 2002). AI

respectoWrenzyckiycolaboradores (2001) senalan que los diferentesnivelesde

transcripcion de genes derivadosde embriones producidos in vivooen sistemas in

vitro esta asociado con la concentracion de O2 durante el cultivo, asi como la

composicion de los medios de los diferentes medios de cultivo. Balasurbramanian y

colaboradores(2007) concuerdan con 10 anterior encontrando que laconcentracion

del02yelestressonresponsabiesdeiatranscripciondegenesypuede ser altos 0

bajos regulado poria alteracion de la concentracion de 0 2 10 cual podria tener una

importanteimplicaci6nen laoptimizaciondelossistemas in vitro.

2,4 Mecanismos de defensa ante ROS: Antioxidantes

Lossistemasbiologicos'handesarrolladomecanismosdecontrolparaevitarel

danoproducidoporoxidaciondelassustanciasreactivasdeoxigenoydisminuirsus

niveles, estos mecanismos protegen contra la generacion de estas especies.

Halliwell y Whiteman, en 2004 definieron a los antioxidantes como cualquier

sustanciaqueestandopresenteaunaconcentracionmasbajacomparadaconladel

sustrato oxidable son capaces de prevenir 0 retardar la oxidacion. Bajo las

condiciones adecuadasel ROSy los antioxidantes mantienen una relacion estable,

sin embargo el incremento de ROS es pe~udicial para los ovocitos 0 embriones y los
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sistemas antioxidantes responden al estres oxidativo. Existen sistemas antioxidantes

eficaces que neutralizan el electo de ROS como los ejercidos por las enzimas Cu-Zn

y Mn-superoxidodismutasa, glutati6n peroxidasa 0 reductasa, catalasa, etcetera,

agentes antioxidantes no enzimaticos que catalizan la destrucci6n de ROS incluidas

vitaminas como Retinol, a-tocoferol y acido asc6rbico, ademas ~-carotenos, piruvato,

glutati6n,taurinaehipotaurina,entreotros. Losantioxidantesactuancomotampones

metalicos y atenuan el efecto oxidativo mediante la eliminaci6n de agentes ROS in

vitro se pueden adicionar cualquiera de estos a los medios con la finalidad de

mantener el requerimiento energetico de los embriones, siendo claro que el

mecanismo de delensa contra ROS de los ovocitos y embriones varia de acuerdo

con el estadiode desarrollo (Johnson y Nasr-Esfahani, 1994; Harvey etal., 1995; de

Matos at al., 1997; Rodriguez, 2001; Sikka, 2004; Urdagueta, 2005; Agarwal et a/.,

2006; Combelles, 2009).



III. MATERIALES Y METODOS

EI presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Recursos Geneticos

Acuaticos y Pecuarios, del Centro Nacional de Recursos Geneticos (CNRG) del

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),

ubicado en Boulevard de la biodiversidad # 400, camino a las Cruces de Abajo,

TepatitlandeMorelos,Jalisco.

Para la produccion in vitro de embriones se prepararon medios semidefinidos,

de un sistema secuencial de cultivo embrionario (CDM1/CDM2: De la Torre-Sanchez,

etal., 2006), como se describe en el Cuadro 1. Posterior ala preparacion de cada

medio de cultivo se verifico la osmolaridad con un osmometro marca Osmette XL,

Auto Cal Osmometer Precision Systems™ y se determino el pH con un

potenciometro marca Thermo Science Orion 3 Star, correspondiendo la osmolaridad

y el pH de cada medio al que se menciona en el Cuadro 1, se filtraron

independientemente con filtros de .22 ~m. se les agrego gentamicina y se

refrigerarona4°Chastasuuso.

Obtenci6n del material experimental. Los ovarios fueron colectados en el

rastrode Guadalajara, Jalisco;'ubicado a una horadedistanciadellaboratorio. Los

ovariosfuerondiseccionadosdirectamentedel paquetevisceral,eliminandoeltejido

excedente, enjuagandolos y depositandolosen solucion salina fisiologica (SSF) a 21

°C. Para su transporte se uso SSF adicionada con penicilina/estreptomicina, 10000

UI Y 10 mg por mL, respectivamente (Sigma P-0781). Una vez ~n el laboratorio

fueron lavados en etanol al 70% y se colocaron en SSF a 38 ·C. Se aspiraron los

folfculos que tuvieron un diametro de 2 a 8 mm con jeringas de 10 mL y agujas

calibre 20 a temperatura ambiente (20-22 °C). EI Hquido folicular obtenido se deposito



en tubos c6nicos de 50 mL adicionando con medio HCDM-M en proporci6n 1:1;

dejando sedimentar el paquete celular alrededor de 5 minutos. Posteriormente se

tomO el sedimento con una pipeta serol6gica de 5 mL y se puso en una caja de petri

de 10 em de diametro para su biJsqueda en un microscopioestereosc6pico 60x Leica

KL200LED.

Cuadra 1. Componentes del sistema secuencial de cultivo, medios semidefinidos
CDM1/CDM2.
Componantas(mM) FCOM HCOM1 COM1

NaCI 93.5 71 85 93.5 72 97,5 76

KCI 6 6 6 6 6 6 6

KH,PO. 1 1 1 1 1 1 1

Na-Citrato.2H,O 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

NaHCO, 5 25 25 5 25 5 25

HEPES(5O'Il"::ldOiMbr••. SO.,. ..1.6dIcli) 20 20 20 20 20 20 20

CaCI,2H,O 2 2 2 2 2 2 2

D-Glucosa 0.88 3.5 0.88 0.0 0.0 0.0 00

D-Fructosa 00 0.0 0.0 0.5 as 2 2

Alanina-Glutamina 1 1 1 1 1 1 1

Glicina 4.9 4.9 4.9 4.9 4.9 4.9 4.9

Myo-Inositol 0.0 2.77 0.0 0.0 2.77 0.0 2.77

L-Lactato 10 10 10 10 10 5 5

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.2 0.2

MgSO. '0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Cafelna 0.0 0.0 2 0.0 0.0 0.0 0.0

MEMaasoI.10Ox(%) 0.67 0.67 0.67 0.67 0.67 067 067

BMEaasoI.50x(%) 0.0 1.47 0.0 0.0 0.0 1.47 1.47

Suarode albumina bovina (mglmL) 0.25 0.5 0.5 0.25 0.5 0.25 0.5

EDTA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.01 0.0 0.0

0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0

Heparinasals6dica(lJg/ml) 20 0.0 2 0.0 0.0 0.0 0.0

Gentamicine (~g/ml) 25 25 25 25 25 25 25

Osmolar1dad da f6nnula (mOsm) 275.7 275.87 300.95 275.32 275.45 275.69 275.71

pHdaf6nnuia 7.3-7.4 7.3-7.47.5-7.6 7.3-7.4 7.3-7.4 7.3-7.4 7.3-7.4

(De la Torre eta/., 2006)



Los ovocitos recuperados se pusieron en una caja de petri de 3.5 cm de

diametro adicionada con medio HCDM-M, se seleccionaron de acuerdo a la escala

de Leibfried y First (1979) de calidad 1 ala 3, eligiilndose unicamente los ovocitos

calidad 1. Una vez seleccionados, se lavaron en HCDM-M con la finalidad de eliminar

losrestoscelulares, de sangre y componentes del Iiquidofolicular.Finalizadoestose

transfirieronaunagolademediodemaduracion.

Maduraci6n in vitro. Los ovocitos contenidos en la gota de medio de

maduracion in vitro (MIV) como se mencionaen elparrafoanterior,secolocaronen

una caja decuatro pozos, 500vocitosporpozoycadapozoconteniendo 1 mLde

medio de MIV (dicho medio fue previamente adicionado con hormona foliculo

estimulante, hormona luteinizante y factor de crecimiento epidermal en una

proporcion de 1:1000 cada unoy con una concentracion de 15 ng/mL, 1 ~g/mLy50

ng/mL respectivamente: tambiiln se adiciono cisteamina en una proporcion de 1:100

a una concentracion de 110 ~g/mL). EI medio fue equilibrado cuatro horas antes en

una incubadora marca BINDER de dos gases (5% de CO 2 en airel. a una

temperatura de 38.5·C y 100% de humedad relativa. Se incubaron por 23±1 horas.

Preparaci6n del semen. Los espermatozoides se capacitaron mediante la

tecnica de separacion por gradientes de percoll (90/45%). Para 10 cual se

precalentaron a 38 ·C, 2 mL de percell al 45% y otros 2 mL al 90%. En un tubo

c6nico de 15 mL sobre el percell de 90% se depositolentamente el percell de 45%

sin rnezciartos, de modo que se form6 la columna de los dos gradientes; a

continuaci6n se descongelo una pajilla de semen en agua a 37 ·C por 30 seg., y

posteriorrnente se vacio el semen lentamente sobre las columnas de percoll.

Enseguida se centrifugo durante 20 minutos a 700 9 en una centrifuga Thermo

___k...,~



Sientific modele CL2. AI finalizar la centrifugacion se tiro el sobrenadante, dejando

solo el boton que se form6 en el fonda del tubo durante la centrifugacion: se

adicionaron 4 mL de medio HCDM-1 precalentado a 38·C Y nuevamente se volvio a

cenlrifugara400g por5minutos, setiroelsobrenadantedejandosoloeIbotonde

semen. EI volumen espermatico se calculo en una camara de Newbauer, usando

para el conteo un microscopic compuesto marca Leica modele DM750 mediante el

conteo de la alicuota de semen diluido en agua en proporcion de 1:20. Finalmente

para ajustar la concentracionde semen a 5x106/mLse adicionomediodefertilizacion

(FCDM) a la preparacion espermatica.

Fertilizaci6n in vitro. Durante la primera centrifugacion de los gradientes de

percoillos ovocitos que estaban en el medio de maduracion fueron cambiados a

gotas de 80 IJLde FCDM en cantidad de 100vocitosporgotade medio, procurando

transferirlosovocitosen un volumen no mayor de 10IJL. Lasgotas secubrieron con

aceite mineral (Sigma M-8410), previamente equilibrado bajo una atmosfera en aire

de 5% de C02, una temperatura de 38.5 ·C y 100% de humedad relativa hasta el

momenta de la fertilizacion. Una vez capacitados los espermatozoides se adicionaron

10IJLdeia preparaciondesemen a lacajacon mediodeFCDMylosovocitos, para

obtener una concentracion final en el co-cultivo de 0.5x106 espermatozoides/mL.

Concluidoel proceso, seco-incubaron espermatozoidesyovocitos por 18 horas bajo

la misma mezcla de gases (5% de C02 en airel, temperatura (38.5 ·C) Y humedad

(100%) en laquesemaduraron losovocitos.

Camblo al medio de cultivo y adicion de los antioxidantes. Transcurrido el

tiempo de co-cultivo.se depositaron los presuntos cigotos en un tubo de

microcentrffuga de 0.6 mL, para ser sometidos a agitacion mediante un vortex marca



Scientific Industries SITU modelo Vortex-2 Genie® por 90 seg en el nivel 9 de

agitacion para remover las celulas cumulares de la zona pehicida. Tenminado esto se

hicieron varias gotas de medio HCDM-1 de 200 ~L en una caja Petri, para pasar por

elias los presuntos cigotos y retirar asi los restos de celulas cumulares y

espermatozoides hasta dejar perfectamente limpios los mismos. Se desecharon los

presuntos cigotos con evidentes signos de degeneracion, los restantes se

consideraron como el material experimental; se asignaron los cigotos (-3S0)

aleatoriamente a los tratamientos experimentales como se indica a continuacion: se

fomnaron los tratamientos con y sin el complejo antioxidante (Sigma Antioxidanl® A-

134S + Polyamine Suplemenl® P-8483) en cada una de las diferentes atmosferas (2,

S Y20 % de O2) como 10 ejemplifica el Cuadro 2.

Cuadr02. Distribucionde lostratamientos
2%02

Sigma supplement ® -SO cigotos
Sin Sigma supplement ® -SO cigotos

-SOcigotos
-SOcigotos

-SOcigotos
-SOcigotos

Paraestoseequilibraron los medios en cada atmosfera alrededorde4 horas

previas, el complejo antioxidante se adiciono al medio CDM1 en una proporcion de 1

en 1000. Se hizo una caja para cada tratamiento con gotas de 100 ~L. Se usaron

cajasdepetritratadasconsurfactanteparaevitarquesemezclaranlasgotas,estas

fueroncubiertasconaceitemineralparacullivocelular,sepusieron10embrionespor

gota, se incubo bajo una mezcla de gases (S% de CO2, S% de O2 y 90% de N) a 38.S

·C yalta humedad (100%) para el tratamiento 1; a 2% de O2, S% de CO2 y 93% de

N, a 38.S·C yalta humedad (100%) para el tratamiento 2 y a 20% de O2 , S% de CO2



y 75% de N a 38.5 ·C yalta humedad para el tratamiento 3. Para los tratamientos 1 y

2 se usaron incubadoras de tres gases marca BINDER, mientras que para el

tratamiento 3 se empleo una incubadora de dos gases de la misma marca.

Despues de 56 horas de cullivose evalu61adivisi6n celularde los embriones

yelporcentaje defertilizaci6n; se seleccionaron los embriones que presentaron de

seis a mas celulas, posteriormente se transfirieron a medio CDM-2 poniendo 10

embriones por 100 IJl de medio; nuevamente adicionado con y sin complejo

antioxidante(en unaproporci6n de 1:1000) en cada una de las correspondientes

atm6sferas, y se incubaron bajo las mezclas de gases, temperatura y humedad

descritas para CDM1 segun sus tratamientos. Finalmente a los siete dias post

fertilizaci6nseevalu61atasadedesarrollodeblastocitosdecadatratamientoenun

microscopic invertido marca Leite modele DMll lED, la tasa de producci6n de

blastocitos se obtuvo mediante la cantidad de blastocitos obtenidos del total de

ovocitosfertilizadosin vitro,tambienseevalu61acalidadde los mismosde acuerdoa

laescalade Elsden (1986).

Para la evaluaci6n del numero total de celulas del embri6n se empleo la

Tinci6n de Giemsa y para la' medici6n de ROS se empleo el marcador DCHFDA

(Sigma;D-6883).

Tlncl6n de Giemsa. la linci6n de Giemsa se realiz6 para hacer el conteo total

de lascelulas presentes en cadaembri6n, en estatecnica setineel nucleo de las

celulasconGiemsa,bajoelsiguienteprocedimiento.

Se realizaron 7 repeticiones con un total de 279 blastocitos, estos se lavaron

en varies gotas con medio HCDM-2 para quitar los restos de aceite mineral, una vez

realizado esto fueron colocados en una caja de petri de 5 cm de diametro con
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soluci6n de citrato de sodioal 9% atemperada a 38.5°Cdurante 15minutos,Iuego

fuerontransferidosaunacajadepetriconunagotadesoluci6ndefijaci6npreparada

con metanol absoluto, acido acetico glacial y agua en una proporci6n 3:2:1, hasta

que se desapareci61a zona pelucida aproximadamente un minuto. Finalmente los

embriones fueron trasferidos con la menor cantidad de soluci6n fijadora a una

laminilla Iimpiada previamente con etanol al 70%. Una vez evaporado el fijador, las

laminillas se cubrieron con Giemsa al 5% (Sigma GS-500) en PBSm, durante 15

minutos. Transcurrido este tiempo se lavo gentilmente la laminilla con agua corriente,

sedejosecaryse observaron en un microscopio a200xde amplificaci6n comose

observaenla Imagen 1 ysecontaron los nucleos.

~~~.;';~'

··;>'Iil·;·
Imagen 1. Embri6n teriido con Giemsa.

Medicion de las Especies Reactivas de OXigeno. EI componente

fluorogenico DCFHDA ha side extensamente usado como marcador del estres



oxidativoysesugierepara reflejarel estado oxidativo general de la celulas (Wang y

Joseph, 1999) Y se describe su uso para la medicion de H202 en la presencia de

peroxidasas (Keston y Brandt, 1965). Nasr-Esfahani y colaboradores (1990)

determinaron que las especies reactivas de oxigeno pueden ser medidas en los

ovocitos 0 embriones por medio de la medicion de 2',1'-diclorofluoresceina (OCF)

fluorescente ya que OCF fluorescente es generado por H20 2 de 2',1'­

diclorodihidrofluoresceina (OCHF) la cual es formada por una esterasa de diacetato

de 2',1'-diclorofluoresceina (OCHFOA).

Se realizaron 10 repeticiones con un total de 280 blastocistosy312 morulas,

producidos en los medios de cultivo COM1/COM2 con y sin antioxidante en las

diferentes atmosferas (2, 5 Y 20 % de O2), EI H20 2 en los embriones fue examinado

mediante OCHFOA (Sigma; 0-6883) como 10 describe Hashimoto y colaboradores

(2000), justa antes de comenzar cada experimento OCHFOA fue preparada en

concentracion 1x10·5M en medio COM2 sin glucosa adicionado con stock solucion

(stocksolucion:1x10·3 enacetona).

Una vez seleccionados los blastocistos maduros, expandidosyeclosionados

as! como las morulas presentes se depositaron en una gota de COM2 con OCHFOA

en acetonadurante 15 minutosportratamiento, posteriormenteselavaronenmedio

COM2librede la tincion yglucosa, se colocaron en laminillas para su observacion.

Se emple6 un microscopic de fluorescencia marca Nikon modele Eclipse E200

equipado con una camara BASLER modele SCA780-54fc para obtener las imagenes

fluorescentes. La Imagen 2 muestra la presencia de H202 en un embrion. La emision

de fluorescencia fue capturada en archivos JPG por el programa BCAM Viewer

versi6n 1.9.0020 y con ayuda del programa Leica LAS EZ V2.0.0 se les agreg6 una



linea de 100 pixeles necesaria para elfuncionamiento del programa ImageJ con el

cuaiserealiz61acuantificaci6ndeiapresenciadeH 20 2 eniosembriones,tomando

lalfnea como referencia para indicar launidad de medida,se calcul6 el area de los

embrionessinfluorescenciayconlafluorescenciayseporcentualiz6ladiferencia.

Imagen 2. Blastocisto temprano teiiido con el marcador OCHFOA, y en presencia de
fluorescenciamuestralapresenciadeH 20 2.

Analisisestadistico

lasvariablederespuesia:porcentajedeembrionesquealcanzaronelestadio

de 6 celulas (OS); porcentaje de embriones que alcanzaron la primera division (OT);

porcentaje de embriones que alcanzaron el estadio de morula compacta (PM) y

porcentajede embrionesque alcanzaron elestadio de blastocisto (PBl); calidad de

blastocistos (CBl) Y calidad de m6rulas (CM) se sometieron a analisis de varianza,

bajoundiseiiofactoriaI3x2x4,dondelosfactoresfueron:porcenlajedeoxigenoenla

atmosfera de incubacion (2, 5 Y 20%); adicion del antioxidante (con y sin

antioxidante),eltorousadoen lafertilizacion in vitro (Toros 1 al4)ylasinteracciones



entre ellos. EI modele matematico que explica la variaci6n en las respuestas es el

siguiente(lnfanteylarate, 1998):

D6nde:
Yljkl=correspondealasvariablesmedidasporseparado.
II = media general.
AJ =efectodelaatm6sfera.
8j = efectodel antioxidante.
Ck =efecto del toro.
(A8)IJ • (8C)jk • (AC)lk = efecto de las interacciones simples entre los factores

incluidos enelmodelo.
(A8C)ljk=efectodelatripleinteracci6n
;IJkl=errorexperimental.

Para las variables numero celulary presencia de H20 2 se realizaron analisis

devarianza, bajo un diseiiofactorial 3x2 que incluye los efectos principales:

porcentajede oxfgenoen laatm6sferadeincubaci6n (2, 5y20%), la inclusi6n del

antioxidante (con y sin antioxidante) y la interacci6n entre ambos factores,

considerandose el siguiente modele para explicar la variaci6n (Infante y Zarate,

1998):

C6nde:
YUk =corresponde a las variables medidasporseparado.
II =media·general.
AI = efecto de la atm6sfera.
8) =efectodelaritioxidante.
(A8)q = efecto de lainteracci6n entre los factores arriba citados.
;ik= error experimental.



Para las variables porcentajede blastocisto yporcentaje de mOrula se realizo

una transformacion arcoseno raiz cuadrada de la proporcion de los porcentajes para

lIevar los datos a la normalidad.

Las diferencias de medias entre tratamientos para los factores atmosfera y

toro, secompararonconlapruebademediasminimascuadraticas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de P obtenidosdel analisisde varianza aplicadopara analizarlas

variables de respuesla DS, DT, PM, PBL, CBL Y CM se muestran en el Cuadro 3

resaltando que el efecto del toro fue altamente significativo (P<O.0001) para las

variables DS, DT, PM Y PBL; as! mismo la atmosfera tambien influyo

esladlsticamente en la variable PBL; sin embargo, la adicion del antioxidante no tuvo

efecto significativo sobre ninguna variable de respuesta (P>O.05). Tampoco ninguna

delasdoblesinteracciones,nilatripleinteraccionresultaronsignificativas(P>O.05).

Cuadro 3. Probabilidades del amilisis de varianza en diseiio factorial para las
variables de respuesta DS, DT, PM, PBL, CBL Y CBLM en tres atmosferas con y sin
antioxidanteyfertilizadoscondiferentestoros
Variable CV Atms Aox Toro Atms"Aox Toro"Aox Toro"Atms
OS 19.29 0.1998 0.5549 "<0.0001 0.6613 0.5398 0.7858
OT 15.38 0.5064 0.8602 "<0.0001 0.6900 0.4482 0.6730
PM 55.45 0.1079 0.6608 "<0.0001 0.9808 0.9799 0.4243
PBl 35.73 "0.0003 0.3861 "<0.0001 0.1955 0.6448 0.1955
CBl 31.16 0.7751 0.5216 0.3557 0.5373 0.8567 0.7933
CBlM 35.79 0.3350 0.8246 0.7511 0.8591 0.9497 0.5553
GIEMSA 22.06 "0.0007 0.6863 "0.0275
OCFHOA 19.80 0.2217 0;3127 0.5502

D6nde: c.v.: Coeficiente de variacion: Atms: Atmosferas; Aox: Antioxidante; D.S.:
Divisiones de mas de seis celulas; D.T.: divisiones totales; PM; porcentaje de morula;
PBL: porcentaje de blastocistos; calidad blastocistos; CBLM: calidad blastocito y
m6rula. " indica diferencia estad!stica (P<O.05) Para ambos modelos se corrieron las
interaccionescompletas; sin embargo, enel presentecuadronoseincluyoelefecto
de latripeinteracci6n dado que nose encontraron diferenciassignificativas (P>O.05).

Porcentaje de divisiones de mas deseis celulas.

En las medias minima cuadraticas y sus errores estandar resultantes de la

interacci6n de las diferentes atmosferasyel uso del antioxidantesobrelavariableDS



no se encontraron diferencias significativas (P>0.05), se obtuvieron valores muy

similaresparatodoslostratamientos:2%de02conantioxidanteobtuv055.75±O.02,

2% de O2 sin antioxidante obtuvo 56.58±0.02, 5% con antioxidante obtuvo

52.37±O.02, 5% sin antioxidante obtuvo 49.67±0.02, 20% con antioxidante y 20% sin

antioxidanteobtuvieron 55.15±0.0252.75±0.02 respectivamente.

Porcentajededivisionestotales

En las medias minima cuadraticas y los errores estandar para las diferentes

atrn6sferassobrelavariableporcentajededivisionestotales,nohubodiferencias

estadisticas (P>0.05), sin embargo 2% sin O2 present6 un porcentaje mas alto de

divisiones con 71.91±0.02, seguido de 20% de O2 sin antioxidante, 20% y 2% de O2

conantioxidantecon67.50±0.02,69.17±0.02,69.13±0.02 respectivamentey5%de

O2 con antioxidante y sin, presentaron losporcentajes mas bajos dedivisionescon

67.58±0.02y67.59±0.02 respectivamente

Sudanoycolaboradores(2010)realizaron un experimentosimilarcomparado

diferentes antioxidantes (Sigma antioxidant supplemenl®, a-tocoferol y acido

asc6rbico) en dos diferentes atm6sferas de O2 (5y 20%) sin embargo, reportaron

resultados ligeramente superiores que los obtenidos en el presente estudio para

porcentaje de divisiones totales: para la atm6sfera con 20% de O2 y Sigma

antioxidant supplemenl® obtuvieron 74.8±0.7 mientras en el presente estudio se

obtuvieron 69.17±0.02, en la atm6sfera con 5% de O2 suplementado Sigma

antioxidantsupplemenl®obtuvieron72.0±0.9yparalamismavariableenelpresente

estudioseobtuvounporcentajededivisionesde67.58±0.02,sinantioxidanteenla

atrn6sferade 20% de 02se obtuvieron 66.8±0.9 ligeramente inferior alo reportado



en el presente estudio (67.50tO.02) y para 5% de O2 sin antioxidante obtuvieron

69.BtO.2nnejoraloreportadoenelpresenteestudio(67.59tO.02).

Goovaertsy colaboradores (2009) estudiaron la respuesta de los embriones

bajo estres oxidativo en dos diferentes atmosferas (5 y 20% de O2) en un sistema de

co-cultivo es decir, con y sin celulas del cumulus (CC) obteniendo para DT 72.7% en

la atmosfera con 20% de O2 , bajo esta misma atmosfera sin CC obtuvieron 69.B%,

mientras con 5% y con CC obtuvieron 66.7% y sin CC obtuvieron 73%, los resultados

obtenidosporestosinvestigadoresson mas parecidosalosobtenidosenelpresente

estudio.

Por su parte Olson y Seidel (2000a) reportaron un porcentaje inferior a 10

reportado en el presente trabajo, ellos emplearon medios semidefinidos de cultivo

semisecuenciales CDM1/CDM2 similares a los empleados en este estudio y

obtuvieron 65% dedivisiones bajouna atmosfera de5%de 02 sin antioxidantes

En todos los estudios mencionados el porcentaje de divisiones totales se

obtuvodel nlinnero de ovocitos fertilizados entre el nlimero de cigotosdivididosdesde

2hastaBcelulascorrespondientesaltercerdiadeincubacion.

Porcentaje de blastoclstos

Para lavariable porcentajede blastocistos lainteraccion de laatmosfera yel

antioxidante, ni las demas interacciones presentaron diferencias significativas

(P>0.05). Sin embargo, la atmosfera si influyo en la expresion del porcentaje de

blastocistos como se muestra en el Cuadro 4, favoreciendo el nivel con menor

concentracionde02coneimayorporcentajedebiastocistosyestadisticamentecon

diferencias significativas a lasdemasatmosferas (P<0.05).



Cuadro 4. Medias minimo cuadraticas +/- error estandar y medias aritmeticas para la
variable porcentaje de blastocistos de acuerdo a las diferentes atmosferas como
fuentedevariacion.

Alms MMC
2% 34.1455 a 0.0177 12.6432
5% 27.1691 b 0.0177 8.6879
20% 23.6873 b 0.0177 7.2803

Donde: Alms: atmosfera; MMC: medias minimo cuadraticas; e.e.: error estandar; r:
media aritmetica, sin la transformacion alcoseno raiz cuadrada de la proporcion de
los porcentajes. Literalesdiferentes par columna (a.b) indican diferencia estadistica
(P<0.05).

Porcentajede m6rula

Encuantoal porcentajede morula los resultados obtenidos para la interaccion

can laatmosferayel antioxidante, muestran que el promedio mas aIto se obtuvo en

la concentracion de 20% de O2 can antioxidante, seguidadel20%sin antioxidante

(34.59±0.04y33.47±0.04),eI2%de02conysinantioxidantepresentaronresultados

ligeramentemasbajos (30.83±0.04y28.43±O.04),sin embargoparael5%conysin

oxidanteseobtuvobaja presencia de morulas(25.71±0.04y24.80±0.04).

Olson y Seidel (2000a) compararon diferentes antioxidantes y utilizaron los

mismos medias de cultivo CDM1/CDM2 para la produccion estandar de embriones

bovinos en condiciones de 5% de O2 sin antioxidante obtuvieron como resultados

34% de morulascompactadas superior a 10 reportado en el presente estudioenun

5% de O2 sin antioxidantes (24.80±0.04). Asf mismo, los resultados obtenidos par

Olson y Seidel (2000b) son superiores a los del presente estudio can un 36% de

m6rulas.



CaUdad de blastocistos

En las medias minimas cuadraticas para la variable calidad de blastocistos no

seencontrarondiferenciassignificativasconlainteraccionatmosferaantioxidante,ni

en ningunaotra interaccion oen losfactores independientesseencontraron

diferencias significativas (P>0.05). los valores obtenidos para la interaccion de la

atmosfera porel antioxidante para esta variable muestran que en la atmosfera con

20% de O2 se encontraron blastocistos de muy buena calidad seguido de la

atmOsfera de 2% de O2 con y sin antioxidante con valores de 1.69±0.13, 1.75±O.13 y

1.77±O.13 respectivamente, mientras que las demas atmosferas 5% de O2 con y sin

antioxidante y 20% sin antioxidante presentaron unacalidad regularconvaloresde

1.88±0.0141.83±0.014y1.94±0.014respectivamente.

EI efecto del tore fue altamente significativo (p<0.0001) para las variables OS,

OT, PM Y PBl, siendo el tore 4 el mejor estadisticamente para todas las variables de

respuesta, seguidosdelostoros2y3ysiendoel peor,eltoro 1 comoseobservaen

elCuadro5.



Cuadra 5. Medias minimo cuadralicas para las variables respuesta porcenlaje de
divisiones de mas de seis celulas, porcentaje de divisiones lotales, porcentaje de
blaslocito, porcentaje de mOrula y calidad blaslocislo de acuerdo al efeclo del Toro
comofuentedevariaci6n.

1 2 3 4
OS 38.330c 54.992b 53.538b 67.559a 0.0111 19.4391
OT 58.561c 69.721b 69.033b 77.925a 0.0114 15.4172
PBl 21.762b 27.226b 26.298b 38.050a 0.0112 36.6933
PM 14.981c 28.292b 30.379b 44.930a 0.0322 58.8053
CBL 1.9713a 1.828a 1.741a 1.703a 0.3361 0.7633

D6nde: D.S.: Divisiones de mas de seis celulas; D.T.: divisiones lolales; PM;
porcentaje de mOrula; PBL: porcentaje de blaslocislos; CBl: calidad blaslocislos;
C.v.: Coeficienledevariaci6n;e:errordecuadradosmedios. Lileralesdiferenlespor
columna (a.b.C) indicandiferencia esladislica (P<0.05).

Anleel efeclodelloro Leibfried ycolaboradores (1989) yShi ycolaboradores

(1990)concuerdanqueunfaclorimportanlequeafeclalacapacilaci6nyporendela

fecundacioninvitro,eslavariabilidadindividualenlreloslorosyexplicanqueexislen

marcadas diferencias enlre el semen de diferentes loros, como lambien del mismo

animal para responder a los lralamienlos in vitro. Eslas diferencias se manifieslan

lanlo en la frecuencia como en laslasasdepenelraci6n espermalica.lnclusosehan

descrilovariaciones de mas de 20% en las tasas de fecundaci6n entre diferenles

partidas de semen provenienles de un mismo lore (Oloi et al., 1993).

Por su parte, de la Torre y colaboradores (2006) senalan que el semen de

diferenles loros afecla el desarrollo responsable de la formacion de morulas, del

porcenlajedeblaslocislosylacalidadmorfologicadeeslos.



Numerode celulas

EneiCuadr06semuestraniosvaloresde Ppara losvaloresde la variable de

respuesla numerode celulas, poratmosfera, el anlioxidante, yla interaccionde estos

dosfactores.

C.V.Variable

Cuadro 6. Analisis de varianza en disel'io factorial para la variable de respuesta
numerodecelulasenlasdiferentesatmosferasconysinlaadiciondeanlioxidante.

Pr> F
Atm6sferas Antioxidante

GIEMSA 22.0677 0.0007 0.6863 0.0275
Donde: C.v.: coeficiente de variacion; Atms: atmosferas; Aox: antioxidante (P<0.05).

La atmosfera de cultivo afecto significativamente a la variable numero de

celulas (P<0.001). siendo el mejortratamiento el desarrollado en la atmosfera con

2% de O2 (Cuadra 7); as! mismo, se encontro un efecto significativo para la

interaccion atmosfera porantioxidante (P<O.05); embriones cultivadosen presencia

del anlioxidante tuvieron mayor proliferacion en atmosfera de 2% de 02, pero

encontrandose efecto contrario en embriones cultivados con 5% de O2 (Figura 3).

Estos resultados, junto con los antes referidos acerca del efecto positivo de la

atmosfera de 2% de O2 sobre el porcentaje de blastocistos, demuestran que los

embriones cullivados en una atmosfera de 2% de 02 resultan en mayor numero de

blastocistos de mejor calidad (mayor numero de celulas) y que la adicion del

ant!oxidante endicha atmosfera ofrece un efecto protectorfrentealestresoxidativo.



Cuadra 7. Promedio y desviaci6n estandar del efecto de la atmOsfera en la variable
derespuestanurnerodecelulas,evaluadamedianteiatinci6ndeGiemsa.

Atms Media DE
2% 86.368 a 19.2795
5% 72.171 ab 7.4705

20% 54.933 b 8.8495
Atms: atm6sfera: DE: desviaci6n estandar. Literales diferentes por columna (a.b)
indican diferenciaestadistica (P<0.05).

La Figura 3 nos ilustra elefecto de las interacciones entre la concentraci6nde

oxigenodelasatm6sferasyel efectodel uso de antioxidante.

Numero de celulas

Los resultados obtenidos son mejores a los reportados por Olson y Seidel

(2000a) quienes emplearon el mismo sistema de medios secuenciales semi-definidos

queseemple6enelpresentetrabajo,yalosresultadosobtenidosporOlsonySeidel

(2000b) quienes reportaron para una concentraci6n de 5% de 0 2 15 celulas por

embri6n y para una atm6sfera de -20% de O2 12 celulas por embri6n, y los

presentados por Harvey y colaboradores (2006) obtuvieron un promedio de 50±2.5



celulas. De la Torre y colaboradores (2006) utilizando el misnno sistema de cultivo

adicionadocon glucosayunaproporcion del 5% 020btuvieron nnejoresresultadosa

los del presente estudio (104±4.2), concordando con 10 reportado porThompson y

colaboradores(1996) quienes reportaron 117±10celulas. Sin embargo, Hashimotoy

colaboradores(2000)obtuvieronresultadossuperiores(131.75±9.75) ensu estudio

donde midieron la concentracion de glucosa durante el desarrollo, los niveles

intracelulares de especies reactivas de oxigeno y el contenido de glutation.

Balasurbramanian y colaboradores (2007) senalan que el cultivo de embriones

bovinos bajo condiciones bajas de O2 (5%) provee un medio ideal para la forlnit.AI11DI!1JMAlJf~

deblastocistosdiferenteseneltotaldenumerocelularylaexpresiongenetica. "

"""-'"'"
SIS1lAtAOESIBUUUCA)

EI Cuadro 9 nos muestra los resultados obtenidos del analisisde varianza en

diseiio factorial para la variable DCHFDA en las diferentes atmosferas y con y sin la

adicion de antioxidantey se puede observarque no se encontro diferencia

significativaentreningunavariable, nilainteraccionde ambas.

Cuadro 8. Analisis de varianza en diseiio factorial para la variable respuesta
DCHFDA en las diferentes atmosferas con y sin la adicion de antioxidante.

Variable
Pr> F

Atmosferas Antioxidante Atms*Aox
DCFHDA 19.8094 0.2217 0.3127 0.5502
Donde: C.V.: coeficiente de variacion; Atms: atmosferas; Aox: antioxidante (P<0.05).

Las medias mlnimo cuadraticas con sus errores estandar para la variable

DCHFDA de acuerdo a las diferentes atmosferas y uso de antioxidante como fuente



devariaci6n, mueslran que no hubodiferencias significalivas (P>O.05),losresullados

mueslran que en el 5% 02 con antioxidanle se presenl6 la menor cantidad de H202,

seguida de 5% sin, 2% sin, 20% con y 2% con, siendo 20% sin el tralamienlo que

presenl6 mayor porcenlaje de H20 2 (54.54±0.03, 50.85±0.03, 50.44±0.03,

49.83±O.03,49.19±0.03y44.41±0.03respeclivamenle).

Olros invesligadores esludiando los niveles de ROS en embriones y ovocilos

bovinos producidos in vitro medianle especlrolluorometrla usando 2',T-diacelalode

diclorQhidroftuoreceina, delerminaron que la presencia de eslas va en aumenlo de

acuerdoal numero de la divisiones celulares, desde el esladiode doscelulas, hasla

elesladiodem6rula, peroque lIegandoalesladiode blaslocislolosnivelesde ROS

comenzaban a disminuir. Senalan ellos que eslo pudiera ser explicado medianle

variaciones en el consumo melab61ico de un embri6n en sus diferenles elapas de

formaci6n, ya que esle liene una alia demanda melab6lica, en los esladios posl

compaclaci6n. Lo anleriorpudiera explicarel no efeclode los faclores esludiados

sobre los niveles de ROS ya que lodos los embriones empleados para esla variable

eranblaslocislosym6rulas(Dalvilete/., 2005).

60



V. CONCLUSIONES

• EI tore usadoen lafertilizacion in vitrotiene influencia sobre la produccion in vitro

deembriones, locual resalta la importanciade seleccionar semen de toros que

produzcan mas blastocistos en los procesos de PIV, tanto para fines

experimentales como para produccion comercial de embriones.

• EI empleo del antioxidante Sigma antioxidant supplement® no resulto benefice

paralaproduccioninvitrodeembrionesbajolascondicionesenqueseevaluoen

elpresenteestudio.

• La atmosfera influyo positivamente en las variables porcentaje de divisiones

totales y porcentaje de blastocistos. Siendo la atmosfera con 2% de 021a que

mostro mejores resultados en el presente estudio, porlo cual se recomendaria

emplearparaestudiosposteriores

• La atmosfera tambien tuvo influencia en el numero de celulas; blastocistos

cultivados en 2% de O2 se' desarrollan con un mayor numero de blastomeros que

los cultivados con 20% de 02,encontri3ndose que la atmosfera de 5% de O2 se

comporto en un plano intermedio. Ademas, se observo una interaccion entre la

atm6sfera y el antioxidante, observandose que el antioxidante potencia el efecto

beneficosobrelaproliferacioncelularcuandolosembrionessecultivanen2%de

02,en comparaci6n con la alm6sferade 5%.



• La cuantificaci6n de presencia de H20 2 a traves del usa del f1uorocromo DCHFDA

noarroj6diferenciassignificativasenlapresenciadeespeciesreactivasde

oxfgenoenningunodelostratamientos.
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