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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de tres atmsferas de
incubacion y el empleo de un antioxidante comercial en medios de cultivo
semidefinidos de un sistema secuencial, sobre la produccién in vitro de embriones
bovinos. Después de la fertilizacion in vitro, los presuntos cigotos fueron asignados

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

(Sigma antioxidant y tres de oxigeno (2,
5y 20%) en la atmosfera de cultivo. Los resultados se analizaron mediante un
ANOVA y se compararon por la prueba de medias minimo cuadrticas. La atmosfera
reducida en oxigeno (2%) influyé positivamente en las variables porcentaje de
blastocistos y numero de células (P<0.05). La adicion del antioxidante no tuvo efecto
en las variables de respuesta (P>0.05); sin embargo, la interaccion de la atmosfera
con el antioxidante resulté significativa para fa variable nimero de células (P<0.05),
encontrando que embriones cultivados en presencia def antioxidante tuvieran mayor
prolferacién en atmosfera de 2% de Og, pero en embriones cutivados con 5% de O,
el efacto fue inverso. El efecto del toro fue atamente significativo (P<0.0001), para
tas variables division de mas de seis células, divisiones totales, porcentaje de mérula
¥ porcentaje de blastocistos. La cuantificacién de H,O, en los embriones, una
importante Especie Reactiva de Oxigeno (ROS), a través del uso del fluorocramo
DCHFDA, no armojé diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05). El
presente trabajo concluye efectos positivos con el uso de 2% de O; en la atmdsfera
de cultivo y del toro usado en la fertilizacion in vitro, sobre la produccion in vitro de

embriones bovinos.



1. INTRODUCCION

La produccion de embriones in vitro (PIV) es una herramienta biotecnolégica
que permite la obtencion en el laboratorio de un gran nimero de ovocitos y
embriones en la misma fase de desarrollo. El empleo de esta biotecnologia se realiza
con la finalidad de optimizar los recursos genéticos, con fines comerciales o para la
investigacion cientifica (Gibbons y Cueto, 1995; Urdagueta, 2005)

Para la practica de la PIV se deben de tomar en cuenta distintos factores que
afectan el desarrollo de las células en cada uno de sus estadios, con la posibilidad de
poder manipular algunos de estos en favor de su exitosa realizacién (Van Blerkom et
al, 1990). In vitro, el desarollo de los embriones se ve afectado por factores
intrinsecos y extrinsecos como: iones, buffers, factores de crecimiento, aminoacidos,
sustratos de energia, la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) entre
otros (Rieger, 1992)

Las ROS conslituyen un importante factor en la produccién de embriones in
vitro; las ROS se encuentran presentes en muchos procesos bioldgicos y mientras
exista un equilibrio en la produccion de estos y las barreras naturales que detienen
su efecto pueden coexistir as células 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 O; en la atmosfera
Se ha observado que la proporcion de O; en Ia atméslera de cultivo es una de las
causas mas comunes de la presencia de ROS, debido a que la concentracion
ambiental de O, aumenta la concentracion intracelular de HzO; y del anion

superoxido, por lo que actia como prooxidante (Guérin et al, 2001),

M . !




€1 dafio producido por la liberacién de ROS constituye uno de los mas.

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

su funci . debido a lipidica, ya que los lipidos
insaturados presentes en la membrana celular de los ovocitos y embriones
reaccionan con el O, molecular formando perdxidos, y subsecuentemente, la
oxidacién de las proteinas y darios en el ADN. Para disminuir este efecto existen
sustancias que previenen la oxidacion, conocidas como antioxidantes (Membrillo e
al,, 2003). Asi mismo, manipulando la concentracion de Oz en la atmosfera de cultivo

se pueden prevenir los dafios antes mencionados (Vasco et al., 2008).

1.1 HIPOTESIS

La reduccién en el nivel de O en la atmésfera de cultivo embrionario, asi
como la adicién de un compuesto con efecto antioxidante, inhiben la formacion de
especies reactivas de oxigeno, lo que favorece la produccion de embriones bovinos

in vitro.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de tres atmésferas de incubacién (2, 5 y 20% de Og) y el
empleo de un antioxidante comercial (Sigma antioxidant supplement®) en medios de
culivo semi-definidos de un sistema secuencial de cultivo, sobre la produccion in

vitro de embriones bovinos.




1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.3.1.- Determinar el efecto del toro usado en la fertiizacién de ovocitos en la
produccion de embriones in vitro.

1.3.2.- Evaluar el efecto del antioxidante comercial, Sigma antioxidant supplement®
en tres concentraciones de Oy y la interaccion entre estos dos factores, sobre

1a produccién in vitro de embriones.




Il REVISION DE LITERATURA

Durante la Gltima década, la investigacion y aplicacion de nuevas tecnologias
relacionadas con Ia reproduccion animal, como la produccion in vitro de embriones.
han evolucionado de forma acelerada, con el desarrollo de técnicas que incrementan

la capacidad de animales ) asi la ganancia

genética en especies productivas. Por lo anterior, la PIV constituye una biotecnologia
que puede utilizarse tanto para el estudio cientifico, como para su aplicacion con
fines comerciales (Thibier, 2005).

Diversos autores concuerdan en que los avances de las biotecnologias
reproductivas como la PIV pueden ofrecer beneficios significalivos para su aplicacién
dentro de la industria ganadera, generando alternativas viables para la mejora de los
hatos, asi como para las ciencias biomédicas (Freitas, 2003; Freitas of al, 2007;
Basil et al, 2010). Romo (1993) y Urdagueta (2005) serialan que su utilizacion en el
ambito comercial, forma parte de un sistema para la produccion y comercializacion
de mejores animales con caracteristicas productivas importantes,

La generacién de un embrion en condiciones naturales comienza desde el
momento de Ia fecundacion del ovocito en el oviducto y el desarrollo del embrién,
hasta su implantacion en el itero. En estas condiciones el nimero de descendientes
producidos por hembra, por afio, es de una cria en el caso de los bovinos; por lo
tanto, durante la vida productiva de la vaca se obtendran un maximo de 10 crias. En
cambio, la PIV es un método de reproduccion artificial que consiste en la obtencién
en el laboratorio de -embriones en masa. Esta técnica permite lograr un mayor

aprovechamiento de la gran cantidad de ovocitos que existen en los ovarios de una



hemora, multiplicando el potenciai reproductive de la donadora, Los embriones
viables producidos mediante esta tecnologia pueden ser transferidos a hembras
receptoras mediante transferencia de embriones (Parrish et a/, 1988, Utsumi et al.
1991; Brackett y Zuelke, 1993; Gordon, 1994; Gibbons y Cueto, 1995. Rodriguez,

2001; Cérdova-lzquierdo et al., 2008).

La aplicacién de esta se realiza con
de orden genético, comercial, sanitario y conservacionista, ya que esta herramienta
permite la creacién de un banco de germoplasma para la conservacién de razas o
especies locales, asi como Ia difusién de material genético y la manipulacion del
numero de crias por hembra (Gibbons y Cueto, 1995)

En resumen, la produccién in vitro de embriones de la especie bovina con
fines comerciales, es una herramienta eficaz para aumentar la tasa de reproduccion
de animales de mayor mérito genético. Da Silva y colaboradores (2010) sefialan que
se ha incrementado su uso, principalmente en paises en desarrollo de América del
Sur y Asia (Brasil y Japon). asi mismo, sefialan que existen varios factores que
pueden influir en el éxito de esta tecnologla y aumentar o disminuir el porcentaje de
produccién de embriones, asi como, la viabilidad de los mismos hasta el parto
Factores como la donadora, el toro que se usa para fertlizar los ovocitos, Ia raza,
entro otros, tienen efecto en la PIV.

El bovino es la especie en la que se ha desarrollado en mayor medida la PIV y
otras biotecnologias reproductivas y donde se ha observado un creciente interés y
considerables éxitos en la produccién in vitro de embriones hasta estadios de
blastocisto (Urdagueta, 2005). Debido al gran volumen de trabajo experimental

realizado en esta especie, se han usado a los bovinos como un modelo promisorio



para el estudio de la infertiidad humana (Campbells et al, 2003), particularmente
porque los protocolos para maduracion de ovocitos y cultivo de embriones en

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

2.1 Produccién de embriones bovinos in vitro

Los procedimientos para la realizacion de la PIV pueden ser divididos en tres
etapas: maduracion in vitro (MIV), capacitacion espermatica y fertiizacion in vitro
(FIV) y el cultivo de embriones a estados convenientes para la trasferencia o
cricconservacion (Mucci et al., 2006; Cordova-izquierdo et al., 2008)

Estas etapas comprenden una serie de procesos que condicionan al éxito o al
fracaso de la técnica. Debido a la manipulacion que se realiza en cada uno de los
estadios desde la obtencion, maduracion y fertiizacion del ovocito, hasta el
desarrollo de un embrion viable, se pueden reducir considerablemente las
expectativas de viabilidad de las células, en comparacion con la produccion de
embriones in vivo (Mermillod et al., 1996; Guler et al,, 2000; Rodriguez, 2001; Cognié

ot al. 2003; Figueirédo y Magalhaes, 2010)

211 Recoleccion de ovocitos

La obtencién de ovarios de rastro, representa el modelo clasico post-mortem
para obtencion de ovocitos por medio de disecciones o aspiracion al foliculo del
ovario. Constituye una alternativa economica y abundante para la produccion de
embriones in vitro; sin embargo, con esta técnica se desconace el estado fisiologico y

sanitario del animal. La coleccion de ovocitos por aspiracion folicular ofrece un




incremento del 10% sobre Ia calidad de los ovocitos abtenidos en comparacion con la

técnica de diseccion (Samake et al., 2000).

2.1.2 Maduracién in vitro (MIV)
Los sistemas de maduracion in vitro tienen como finalidad emular en el
laboratorio, las condiciones del foliculo durante el proceso de desarrollo folicular,
desde el reclutamiento de foliculos antrales hasta la ovulacion de manera que el
ovacito continie con las mismas transformaciones que experimenta in vivo. De esta
manera se pueden obtener ovocitos competentes para la interaccion con el gameto
masculino, la formacion del cigoto y el desarrollo embrionario (Urdagueta, 2005)

In vivo, tras completar las divisiones mitéticas, las ovogonias se transforman
en ovocitos primarios para entrar en el proceso de meiosis. Estas células se
bloquean en el diplotene (dictiotene) de la profase de la primera division meidtica
hasta antes de la pubertad. Durante el desarrallo de un foliculo, en el nucleo del
ovocito finaliza el primer bloqueo meidtico en el estadio de vesicula germinal y la
meiosis avanza hasta alcanzar la metafase Il (ovocito secundario) esto ocurre al
momento de Ia ovulacién y nuevamente la meiosis queda bloqueada por segunda
vez en este punto y solo se completa en el caso de que el ovocito sea fecundado
(Baker, 1982).

Durante la maduracién in vitro se ha observado que los ovocitos obtenidos de
foliculos antrales (procedentes de foliculos de alrededor de 2 a & mm) y colocados en

medios para la 6 con hormonas (FSH-LH, Egf.

Ez) ylo suero, son capaces de llevar a cabo la maduracién nuclear de manera similar

@ los eventos que ocurren in vivo (Edwars, 1965; Thibault, 1977). Concordando con




esto Cognie y colaboradores (2004) sefialan que existen diferentes suplementos para
el medio de MIV, con fa finalidad de mejorar la maduracion de los ovocitos
in vitro el tiempo de maduracion es dierente entre cada especie. En bovinos y

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

ovocitos de cerda que requieren 48 horas para a
metafase II (McGaughey y Poige, 1971)

Basil y colaboradores (2010) sefalan que los sistemas artificiales de
maduracién de ovocitos y de cultivo de embriones son inferiores en cuanto el
desarrollo embrionario comparado con la produccion in vivo

Cuando ovocitos inmaduros de bovinos son liberados de sus foliculos y se
cultivan en medio de maduracion estandar, se reanudara la primera division meidica.
Bajo las condiciones in vitro, los ovocitos tienden a la extrusion del primer cuerpo
polar entre 16 a 24 h de maduracion in vitro (Cognie et al, 2003)

La limitada competencia en el desarrallo de ovocitos bovinos después de MIV
se puede aprovechar para camprender los factores implicados en la adquisicion de
tal capacidad. Por esta razon, y para entender los requisitos para el desarollo de
ovacitos inmaduros mediante MIV, todos los componentes no definidos se deben
eliminar del medio de cuitivo. Los medios de maduracion se complementan
habitualmente cqn diversos tipos de suero, tales como suero fetal bovino (SFB),
suero de vaca en celo (Lee y Fuji, 1996; Blanco y Simonetti, 2002)

Sagirkaya y colaboradores (2006), Investigaron el uso del sustituto sintético de
suero (SSS) en lugar del SFB en medio de maduracién para estimutar la MIV, FIV y
el posterior desarrollo de ovocitos bovinos, mostrando los resultados que la

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



velocidad de evolucién de los ovocitos inmaduros bovinos a la etapa de blastocistos.
Adotto y colaboradores (1996) en su estudio determinaron que los suplementos
desemperian un papel importante en el proceso de maduracion. El piruvato de sodio,
lactato de sodio, glutamina (Fukui, 1990), la glucosa, bicarbonato de sodio (Younis et
&1, 1989) y tetraacetato de etilendiamina (EDTA) (Blarco et al, 2000) son sustratos
que determinan la maduracion y desarrolio posterior de la maduracion in vitro de

ovocitos hasta blastocistos.

2.1.3 Fertilizacion in vitro (FIV)

En la mayoria de los mamiferos vertebrados los ovocitos son fecundados en el
estadio de metafase de la segunda division meiotica. Durante la activacion del
ovacito, éste reemprende la meiosis continuando con la anafase Il, telofase I
dividiéndose asimétricamente en dos células de tamario distinto: el ovacito
fecundado y el segundo corplsculo polar (Urdagueta, 2005).

Este evento ocurre en los ovocilos generalmente después de 24 horas de
maduracién en el medio de MIV. Para la correcta realizacion de a fertiizacion se
deben preparar a los espermatozoides mediante un proceso denominado
capacitacion espermatica (Basil et al., 2010)

Para la realizacion de la FIV es esencial que los medios se suplementen con
compuestos que favorecen la fertilizacion como pueden ser: glucosaminoglicanos,
cafeina, factores de motilidad espermatica, células de la granulosa, células del
cumulus bovino, entre otros (Birter, 1996). La asociacion entre la heparina y el
segundo mensajero cAMP mediado por calcio ha sido muy estudiada por diversos

autores (Uguz et al, 1994; Mahmoud y Parrish, 1996). ya que in vitro, la heparina ha



demostrado ser el glicasaminaglicano mas potente en inducir fa feaccion acrosomica
en espermatozoides de toro (Parrish et al., 1986); esta induccion se caracteriza por
ser indirecta, promoviendo la captacion del calcio por los espermatozoides a través
de los canales iénicos (Parrish et al, 1988). Por otro lado, la induccion por heparina
es inhibida por la glucosa en ef medio (SmM) (Parrish ef af., 1985; Florman y First,
1988), siendo este efecto inhibitorio revertido por la adicion de cafeina (First y
Parrish, 1987), donde esta Ulima sustancia ademas potenciaria la accion de la
heparina (Park et al,, 1989)

Se ha podido demostrar que la capacitacién espermatica inducida por

heparina. depende de Ia dosis empleada en el medio capacitador, lo que incide

en las tasas de 6n in vitro. Lu y Gordon (1988) sefalan que
usar dosis de heparina entre 10 y 100 pg/mL. incrementan significativamente dichos

porcentajes

2.1.3.1 Capacitacién espermatica.

Los espermatozoides de los mamiferos inmediatamente después de ser
eyaculados son incapaces de llevar a cabo el proceso de fecundacién. La capacidad
fecundante la adquieren en su paso a lo largo del tracto reproductivo femenino, lo
que se conace como capacitacion espermética, la cual es un proceso que incluye
una secuencia de cambios fisicos y bioquimicos para eliminar el material adquirido
durante el transito por el epididimo y durante Ia exposicion al plasma seminal que es
alto en colesterol. Los cambios resutantes producen un incremento en la
permeabilidad al calcio por |a membrana del espermatozoide lo que lleva a la

desestabilizacién de esta misma, que finalmente conduce a la reaccion acrosomal
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Esto como ya se menciono, ocurre durante la transito del espermatozoide por el
tracto reproductor de la hembra. In vitro, este proceso debe de ser inducido para
poder obtener el correcto proceso de fertilizacion in vitro (Wani, 2002).

Algunos de los cambios que ocurren en la capacitacion espermatica son:
aumento en la permeabilidad de la membrana, decremento en la relacion
colesterol fosfolipidos en la membrana, aumento del Ca? intracelular y de Na/K,
generacion de oxigeno reactivo y fosforiizacion de la tirosina de las proteinas
(Rodrlguez-Almeida et al., 2008).

Correa y Zavos (1996), proponen un mecanismo de capacitacion mediado en
el uso de calcio dependiente de la via CAMP para Ia capacitacion donde el aumento
del calcio intracelular conduce a la activacion de adenilato ciclasa y, en
consecuencia, a un aumento de CAMP. Asi mismo, sefalan que el uso de cantidades
milimolares de la cafeina aumenta la recuperacion y la calidad del esperma bovino
Coscioni y colaboradores (2001) realizaron un estudio con diferentes niveles de
cafeina y calcio, reportando de acuerdo a sus estudios. que la mayor frecuencia de
espermatozoides capacitados (53%) fue observado con 7,5 uM de cafeina; sin
embargo, la diferencia en las concentraciones de cafeina en el medio no dio lugar a
diferencias significativas en la tasa de division y desarrollo del embrion

El método de preparacién de los espermatozoides es crucial ya que determina
los resuitados de FIV, por lo que el estudio de capacitacion y reaccion acrosomal
pueden ser fundamentales para optimizar el proceso. Los métodos de capacitacion
espermética que més destacan son el paso centrifugo de los espermatozoides por
gradientes de percoll, la técnica de swim-up, la migracion en una columna de acido

hialurénico, asi como la filtracion a través de lana de vidrio (Gordon et al., 2001).



La separacién por gradiente de percoll (45 y 90%) de los espermatozoides es
un método eficaz para obtener espermatozoides moviles y capacitados en el semen,
ya sea congelado, descongelado o fresco (Rho et al, 2001). Los espermatozoides
moviles se recolectan en la parte inferior de la fraccion del 90% de percoll y son

diluidos a la requerida para la fertil en medio de 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 ef al, 2003); observandose el mismo efecto en ciervos
(Comizzoli et al, 2001; Berg et al, 2002)

Parrish y colaboradores (1995) mencionan que Ia separacion en gradientes de
percoll permite obtener un alto nimero de espermatozoides moviles y es un sistema
de alta repetibilidad, Ia tasa de fecundacion in vitro que se obtiene con esta técnica
es ligeramente menor que la que se obtiene con la técnica de swim-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

horas post inacion el porcentaje de con el acrosoma intacto

fue significativamente més alto con la técnica de swim-up, comparado con gradientes.
de percoll; sin embargo, no hubo diferencias significativas en el porcentaje de
fertiizacion de ovocitos 17 horas después de la inseminacion, ni hubo diferencias
significativas entre estas dos técnicas en la formacién de dos pronucteos, ni
incidentes de poliespermia, ni anormalidades; por ltimo, tampaco hubo diferencias
significativas en el desarrollo de los embriones al tercer dfa entre las dos técnicas
(P20.05). Por su parte; Seidel y colaboradores (1995) concuerdan que las técnicas

de swin-up y percoll no poseen diferencias significativas en los rangos de desarrollo
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concluyendo que ambas son satisfactorias para realizar FIV. Es importante tomar en
cuenta que para !a realizacion del procedimiento de swim-up el uso del calcio y de
cafeina puede afectar la funcién de los espermatozoides.

Existen varios factores que causan cambios en el espermatozoide similares a

los de Ia 6 entre estos Ja criop 6n del semen (Bag ef
al, 2002) por lo que se e denomina criocapacitacion. Por lo tanto, cuando se realiza
a FIV con semen criopreservado, en Ia etapa de capacitacion espermatica inducida
in vitro pueden existir un nimera de espermatozoides ya capacitados (Cornier et al.,

1997).

2.1.4 Cultivo in vitro (CIV).

Comprende el periodo de desarrollo embrionario que inicia con la fecundacion
y consecuente formacion del cigoto, hasta la formacion del biastocisto y su eventual
eclosion de la zona peliicida (Urdagueta. 2005).

En los mamiferos la primera division mitdtica separa al cigoto en dos células,

de el mismo tamaiio y tiene lugar entre
Ias 11 y 20 horas post-inseminacion en bovinos. La segunda division (4 céiulas) es
algo asincrénica, por lo que resuita en fa existencia de tres células. A partir de la
tercera division (8 células) los embriones pasan a ota etapa del cultivo con
necesidades metabolicas diferentes (Bames y Eyestone, 1890). En esta primera
etapa los blastémeros formados son esféricos y no presentan uniones funcionales
entre si, aunque pueden interactuar a través de mecanismos paracrinos y a medida
que avanzan las divisiones. las células resultantes son cada vez mas pequeiias, ya

que no se produce un incremento en el volumen total del embrién {Andersen, 1991).
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Una vez formada la mérula (mas de 16 blastomeros que dan una apaniencia
de mora en el embrion), un mecanisma de intercambio activo de sodio y potasio
(bomba Na"K’) establecido en las membranas de las células periféricas del embrion,
bombea Na® hacia los espacio intracelulares del interior del embrion; el Na” amastra
hacia esos espacios H,0 como resultado del gradiente de presion osmotica que se
produce y se empieza a formar una cavidad entre las células del embrion, donde se
acumula el liquido, y de esta manera se forma el blastocele, que es la estructura que
identifica al blastocisto. En ese momento se diferencian dos tipos de células: en la
superficie del embrion se forman células epiteliales, derivadas de las células polares,

capaces de transportar liquido y que el que

dara origen a la placenta, mientras que las internas las apolares formaran el boton
embrionario o masa celular interna (ICM) que dara origen al embrion (Anderson,
1991; Gordon, 1994)

Después de Ia fecundacion, los embriones se colocan en el medio de cultivo in
vitro. Hansen y Block en 2004 sefalaron que existe una continua mejora de ios,
sistemas in vitro de cultivo de embriones debido a la necesidad de buscar sistemas

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

se ha difundido, como para la
del material genético y en las ciencias biomédicas
Existen varios factores asociados con el medio de cultivo (composicion y
propiedades fisico-quimicas) asi como al ambiente del culivo, que pueden perturbar
la morfologia, el desarrollo y la expresion de genes en los embriones (Ho et al, 1994;
Harvey et al,, 2004; Fischer- Brown et al,, 2005; Gye-Jin et al,, 2007; Takenaka et al.

2007). Leese y colaboradores (1998) sefialan que la composicion basica de los
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medios de cultivo y la concentracién de oxigeno generan un gran impacto en el
desarrolio embrionario, € influencian a este, siendo mas evidente que a largo plazo la

interaccion de ambos puede generar estrés oxidativo

2.2 Sistemas de cultive in vitro.

€l medio de cultivo juega un papel central en el desarrollo in vitro de los
embriones, por lo que es muy relevante la apropiada seleccion del medio para
cultivar los mismos (Gliedt et af, 1996)

Los mélodos actuales de cultivo para sistemas desde cigoto hasta blastocisto
de embriones de mamiferos de granja mas cominmente usados son el co-cultivo y la
utilizacién de medios semidefinidos. El primero consiste en un sistema de cultivo en
asociacion con diversos tipos de células tales como céiulas epiteliales del oviducto,
células de la granulosa e incluso células de lineas comerciales (Reed et al, 1996). EI
segundo utiiza un sistema libre de células, basado muy a menudo en un medio
sencilo como fluido sintético de oviducto (SOF), complementado con aminoécidos
vitaminas, suero y otros componentes (Holm et af, 1999). Sin embargo, son tres los
sistemas de cultivo mas usados para la PIV, estos son dlasificados de acuerdo a su
formulacién en: indefinidos, donde se emplean sueros y/o co-cultivo con células
somaticas como ya se mencions: semidefinidos donde el co-cultivo es omitido y el
suero es reemplazado por albimina y los definidos o sistemas libres de proteina
donde la albumina que se utiliza es producida por tecnologia recombinante o bien es
reemplazada por macramoléculas como el alcohol polivinil, el polivinil pirrodidona o
hialuronan. Este sistema no es utilizado para la PIV a nivel comercial (Marquant-Le

Guinne y Humblot, 1998; Farin ef al, 2001; Vanroose et al., 2001; Cognie. ef al,
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2003). El medio mas cominmente usado es el SOF, tambien son muy usados

KSOM, CRIaa y TCM199 (Beebe ef al., 2002; Quinn, 2004)

2.2.1 Sistema de cultivo en medios indefinidos

En estos medios. el suero sanguineo es el componente indefinido, ya que no
se conoce su composicion exacta; se estima que puede contener mas de 1000
componentes, muchos de los cuales tienen aigin efecto en el desarrollo el embrion;
este puede proveer varios factores benéficos para el embrién como aminoécidos.
vitaminas, factores de crecimiento y sustratos energéticos; sin embargo, también
aporta al medio de cultivo factores embriotéxicos (Bavister, 1995). El suero
usualmente incrementa el porcentaje de blastocistos (Lim ef al,, 1994; Gomez y Diez,
2000), estimula e! desarrollo embrionario, pero también tiene un efecto inhibiendo la
primera division celular (Bavister, 1995; Camargo et al, 2002). A pesar de aumentar
&l nimero de blastocistos el suero también incrementa Ia acumulacion de lipidos en
el citoplasma, reduce la sobrevivencia embrionaria despues de la criopreservacion
(Abe et al, 2002; Rizos et al, 2003) y altera la expresion de genes del desarrolio
{Wrenzycki et at,, 2001; Rizos et al, 2003). Young y colaboradores (1998) y McEvoy
(2003) observaron que su uso en medios de cultivo implica diversas alteraciones
fenotipicas durante la gestacion y los nacimientos, como problemas de placentacion

y descendencia, en el denominado “sindrome del becerro gigante"

2.2.1.1 El sistema de co-cultivo
El co-cuitivo con-células somaticas por lo general es acompanado con el uso

de suero. Algunos laboratorios comerciales usan el co-cultivo para producir
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embriones especialmente en Brasi, donde 50, 000 embriones son producidos
anualmente mediante co-cultiva (Da Silva et af, 2010). El co-cultivo generaimente
provee altos rangos de desarroflo y se ha observado buena calidad con este sistema
en los ambriones que se praducen, lo cual se atribuye a varias acciones benéficas de
la interaccion de los embriones con el cultivo de células ya que estas modifican la
composicion de! medio, haciéndolo mas apropiado para el cultivo de embriones
(Edwards et al, 1997). Las células somaticas contribuyen al desarrollo embrionario

mediante la eliminacién de sustancias nocivas como metales pesados, asi mismo la

interaccién de varios ovacitos o embriones con las células libera secrecion de

factores factores de , por ola parte, protege
al embrion contra la accion de las especies reactivas de oxigeno (Catt, 1994
Bavister, 1995; Rizos et al, 2001; Xu et at, 2001),

Pese a lo anterior, el co-cultivo también posee algunas desventajas. Las
células somaticas pueden producir alguna variacién por los diferentes tipos de
células somaticas usadas, el numero de pasajes que estas tengan, o bien el origen
de las células que pueden ser de una especie heteréloga a la cual se esté cultivando,
(por ejemplo, el cultivo de embriones bovinos en el oviducto de las ovejas). Los tipos
de células utiizadas para el co-cultivo con mayor frecuencia son células (de Ja
granulosa, cumuiares, de epitelio oviductal, del epitelio uterino, y células de
fibroblastos) o parcialmente transformadas de lineas celulares (por ejemplo, higado
de rata y células vero). Las células de la granulosa se han utilizado ampliamente
debido a que son facilmente disponibles en los aspirados foliculares. EI problema es
que por lo general se obtiene de una poblacién aleatoria de los follculos, dando una

poblacién muy heterogénea y por lo tanto tienen una alta variabilidad entre lotes
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(Catt, 1994). Por su parte, cuando el co-cultivo se hace en céiulas oviductuales, sus

componentes hacen que el medio posea caracteristicas que son mas parecidas al
medio fisiolégico materno in vivo para los embriones (Edwards et al, 1997), por lo
que puede ser el material mas apropiado para el co-cultivo de embriones. El misculo
liso del Utero es otro tipo de células que también se han utiizado para producir
embriones en el sistema de co-cultivo de fa especie bovina, aunque no es muy
popular su uso (Park et al, 2000). El co-cultivo en sistemas de pequefios rumiantes
(ovinos y caprinos) generalmente se basa en la inclusion de las células del oviducto
en medio TCM-199 (Basil et al,, 2010)

Las células somaticas usadas para el co-cultivo pueden ser susceptibles a la
contaminacién viral como el virus de la diarrea viral bovina (Waldrop et al., 2004)
herpes virus bovino tipo 1y esta contaminacién puede influenciar el ambiente de
cultivo in vitro afectando el desarrollo embrionario y propiciando replicacion de los
virus en las células embrionarias, lo cual implica un prablema sanitario cuando los
embriones han de ser transferidos (Vanroose et af, 1999).

El co-cultivo puede suplementarse tanlo con componentes definidos
(hormonas) y no definidos (sueros) (Feugang et al, 2009). Sin embargo, hay una
tendencia entre los que realizan PIV para la investigacion, donde se prefiere el uso
de medios quimicamente definidos y semi-definidos, sin la ayuda de las células

somaticas (Thompsan, 2000).

2.2.2 Sistema de cultive en madios semi-definidos
En los medios - semi-definidos debido a las evidencias de los efectos

datrimentales del suero en el desarrollo embrionario y fetal, se elimin este como un
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componente (Young et al, 1998), sustituyéndolo con albimina sérica bovina (BSA).
eliminando asi muchos companentes potencialmente nocivos para los embriones que
van implicitos en el suero (Bavister, 1995) La albimina es una de las proteinas mas
abundantes de tracto reproductivo en los maniferos y puede tener un papel nutritivo
¥ protector durante el desarrollo del embrion post-compactacion (Thompson, 2000).
La adicién de albimina a embriones confiere caracteristicas de proteccion que
no ofrece el sistema definido, ademas de algunos nutrientes importantes tales como
aminoacidos, acidos grasos y citrato (Gray et al, 1992; Blake et al., 2002). La BSA

mejora la capacidad de los medios i-definidos para apoyar el

desarrollo del embrién (Thompson y Peterson, 2000); sin embargo, esta proteina no
ha podido ser completamente purificada y es todavia un componente indefinido, con
implicaciones en la variabilidad del sistema (Vanroose et al,, 2001). La BSA puede

ser sometida a extraccion por medio de solventes organicos de los 4cidos grasos y

otros ipéfilos, una version libre de 4cidos
grasas (FAF). BSA-FAF se ha uliizado 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
genéricamente como semi-definidos y son utilizados por muchos para fines de
investigacién (Da Silva et al, 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,
ot al, 2007). Coppola y colaboradores (2007) sefialan que en sus investigaciones,

los embriones cultivados en SOF suplementado con aminoacidos (SOFa) en una
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atmosfera de 5% de Oz, 5% de COz. 90% de N, a una temperatura de 38 °C y alta
humedad resuito en una tasa de blastocistos de 19.2%. Este resuitado fue
confimado por Wan y colaboradores (2009). quienes demostraron que los sistemas

de cultivo SOF con BSAy producen de alta

calidad en ovinos.

Krisher y Bavister (1999) demostraron mediante sus estudios que los
embriones de bovino pueden ser cultivados en un medio libre de suero fetal bovino
(SFB) con cantidades muy bajas de BSA con buenos resultados. Por su parte, Rizos
¥ colaboradores (2003) encontraron que la BSA en el medio de cultivo de embriones,
produce una mayor viabilidad en los mismos después de la viificacion en
comparacién con el suero. Algunas otras investigaciones reportan que el empleo de
la BSA es benéfico, Abe y colaboradores (2002) concuerdan con lo anterior
sefialando que los embriones posen mayor viabilidad después de la
crioconservacion, asi mismo Hoshi (2003), encontré que cuando los ovocitos se
maduran y se cultivan los embriones en un medio de cultivo con 1 mg/mL de BSA,
habia menor variabiidad en el peso del recién nacido. Bavister (1995) y Thompson
(2000) sefialan 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
desarrolio fetal, y asi mismo su papel en cultivo in vitro no es muy claro. Ante esto,

Orsi y Leese, (2004) sefialan que un posible papel de BSA en el desarrollo

puede ser 4 como sustratos para el
metabolismo del embridn, lo que podria favorecer a este en su desarrolio
Recientemente. Miles 'y colaboradores (2005) informaron alteraciones en el

desarrollo temprano en la placentacion cuando los embriones de bovino eran

20



cultivados en un sistema semi-definido, sin embargo los defectos pueden estar
asociados con el oigen de la BSA a partir de la comercializacion por diferentes
empresas (Peterson y Lee, 2003). Una alternativa para la reduccion de la

contaminacion por BSA es usar BSA recombinante, que puede proporcionar

de y similares al uso de BSA convencional,

después de criopreservacion (Lane et al, 2003)

2.2.3 Sistema de cultivo con medios definidos
Como se menciond anteriormente, en las células de co-cultivo y Ios sistemas a

base de suero, estos factores de ¥ proteccion

a los embriones contra elementos téxicos. Por lo tanto, cuando los embriones se
cultivan en un medio completamente definido, la formulacién debe contener todos los
nutrientes y factores de crecimiento requeridos por el embrion, asi como
antioxidantes, quelantes y otras moléculas protectoras. Los medios definidos. se
desarrollaron inicialmente en los afios 70 y principios de los 80, sin embargo no
pudieron cumplir con estos requisitos, y los resultados fueron pobres en términos de
produccién de embriones y de calidad, particularmente con los embriones producidos
in vitro (Bavister, 1995; Vanroose et al, 2001).

Posteriores estudios han demostrado que embriones bovinos producidos in
vitro pueden desarrollarse en sistemas de cultivo libres de proteinas (Pinyopummint
y Bavister, 1991, Keskintepe ef al, 1995, Holm et al, 1999). Lane y colaboradores
(2003) han implementado el uso de albumina de suero humano producida con
tecnologla recombinante, en combinacién con acido hialurnico, una macromolécula

producida por fermentacion de la levadura, presente en los fluidos reproductivos,

hm 2




siendo ambas moléculas completamente definidas. Por lo tanto, el empleo de medios
completamente definidos que contienen estas moléculas y suplementado con citrato
(que normalmente es unido a BSA) ha sido exitoso para la produccion de biastocistos
bovinos

La ventaja del sistema de medios definidos es que eliminan los posibles
efactos nocivos de los sueros, el co-cultivo y la albumina en la PIV. También permite
un mejor control de las condiciones del cultivo, facilitando la realizacién de estudios

encaminados a evaluar requisitos del metabolismo de los embriones bajo a adicién

de algunos en el cultivo, una mayor de las
repeticiones, dando una ventaja para la fiabiidad de los experimentos con embriones

tas a las en las de cultivo (Blanco et

al, 2011).
La produccion de blastocistos mediante sistemas de cultivo definidos no ha

sido consistente entre estudios y con frecuencia ha bajado la produccion en

con los sistemas semi-definidos (Lonergan et al., 1999; Kuran et al.,
2001; Orsi y Leese, 2004), lo que ha imitado su uso en la industria pecuaria. Una
probable causa de la disminucion en Ia produccion de embriones podria ser debido a
que los medios definidos no tienen la accién protectora de suero o el co-cultivo, por
lo cual se deduce que estos sistemas pueden hacer mas sensibles los embriones a
los téxicos, la contaminacion y el estrés oxidativo. Por otra parte, el cultivo de
embriones en medios completamente definidos los hace més sensibles a factores no
fisiolégicos tales como los contaminantes presentes en el medio de cultivo o que se
acumulan después de Ia interaccion de los embriones con el medio durante un cierto

fiempo, ya que no tienen los efectos protectores del suero o la BSA. Los productos.
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toxicos se generan en el cultivo por el metabolismo del embrion o por la

° 6 anea de moléculas, por ejemplo, la
glutamina es inestable a temperaturas de cultivo y genera amoniaco, que es toxico
para los embriones si se acumula en el medio (Gardner y Lane, 2002; Lane y
Gardner, 2003). Para evitar fa toxicidad del amoniaco, varias estrategias pueden
utilizarse como cambiar a los embriones a medio fresco después de 2-3 dias de
cultivo, poner a los embriones en grandes volumenes de medio de cultivo (500 uL por
pozo) sin una capa de aceite para permitir la disipacion de amoniaco fuera del medio,
y finalmente, el uso de fuentes mas estables de glutamina, tales como el dipéptido
alanil-glutamina (Lane et af,, 2001)

Como ya se menciono hay varias estrategias para proteger a los embriones
producidos en medios definidos, debido a que estan mas expuestos a los factores
toxicos en estos sistemas, aminoacidos, antioxidantes, quelantes y el uso de
superéxido dismutasa (SOD), asi como bajas concentraciones de O; durante el

cultivo deben ser considerados (Vanroose et al., 2001).

2.2.4 Sistema secuencial de cultivo.

Debido a los cambios en los requisitos del embrion durante el crecimiento, el
uso de medios de cultivo con formulaciones similares a las secreciones que se
encuentran en diferentes sitios del tracto reproductivo durante el desarrollo hasta la
preimplantacion favorece la calidad de ios embriones. EI fundamento del cultivo
secuencial se basa en estudios metabolicos en los que las diferencias importantes se
han encontrado entre los embriones en etapas tempranas y avanzadas de desarrollo.

Esta “dualidad” del comportamiento metabdlico ha llevado a la evolucién de los
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sistemas como los medios secuenciales, en el que los embrianes son cultivados en
medios de distinta composicion, de acuerdo con sus necesidades especificas de
cada etapa (Gardner y Lane, 2002; Lane y Gardner, 2003),

En embriones humanos, el medio secuencial mejora el desarrollo hasta el
estadio de blastocisto, y ofrece la opcién de transferir sélo un embrion al utero de la
madre en lugar de tres o mas embriones en etapas anteriores, evitando asi miltiples
gestaciones (Lane y Gardner, 2003). Actualmente, existen diferentes medios
secuenciales disponibles para el cultivo embriones humanos tales como G1.2/G2.2
(Gardner, 1994) y M1/M2 (Zoliner et al., 2004)

En bovinos Olson y Seidel (2000a), Olson y Seidel (2000b). De la Torre-
Sanchez y colaboradores (2006) y Barcelo-Fimbres y Seidel (2007) entre otros, han
empleado medios quimicamente semi-definidos de un sistema secuencial de cultivo
CDM1/CDM2 con buenos resultados. En embriones bovinos en general el sistema
secuencial de cultivo se hace desde el cigoto de 1 -célula hasta el de 8- células con
un primer medio y luego se transfiere a un segundo medio en el permaneceran hasta
llegar a la etapa de blastacistos. En la primera etapa el medio contiene una baja

de glucosa y solo durante la segunda etapa

ol entorno contendrd niveles mas altos de glucosa y e conjunto completo de

aminoacidos.

2.3 Estrés oxidativo
Sies (1985) define el ‘estres oxidativo" como "una alteracién en el equiibrio
prooxidante-antioxidante en favor de los primeros. "Esta definicién no tiene en cuenta

la generacion de radicales libres; por lo tanto, a definicion actualizada del estiés

24



oxidativo podria ser “perturbacion grave en la relacion prooxidantes-antioxidantes a
favor de los primeros, que conduce a un dafo potencial a las céluias y organos”. En
esencia, el "estés oxidaivo' se produce cuando la formacion de productos
bioactivos de oxidacion en gran medida supera la capacidad endégena del sistema
de defensa celular antioxidante (Da Silva et a1, 2010).

El estrés oxidativo produce un desequilibrio entre la generacion de especies
reactivas de oxigeno y la capacidad de los sistemas de defensa oxidativa y sus
efectos adversos, donde las especies oxidativas, son especies quimicas que poseen
radicales libres, capaces de aceptar uno o mas electrones disponibles o cual las
hace altamente reactivas e inestables. Este estrés funcional terminara a corto plazo
con Ia muerte de las células que o experimentan y ademas, por la liberacion del
exceso de ROS, potenciara el fendmeno de peroxidacion lipidica de las células que
todavia mantienen funcionalidad, lo cual da lugar al envejecimiento prematuro que
provacara la muerte celular a corto perfodo de tiempo (Vasco ef af, 2008)

Hasta cierto nivel, la produccion de ROS es un proceso normal en el
metabolismo celular, Combelles (2009) definen las ROS como moléculas derivadas
de productos intermediarios del metabolismo celular, formando poderosos oxidantes.
Cuando se produce un exceso las ROS pueden oxidar y modificar cualquier molécula
resultando con esto una alteracién funcional y estructural. Sharma y Agarwal, en
1996 mencionaron que las especies reactivas tienen la habilidad de reaccionar con
las moléculas y oxidarlas resultando con esto alteraciones estructurales y funcionales
en dichas moléculas y el dano resultante a las células y 6rganos pueden activar ylo

acelerar los procesos de enfermedades. Guérin y colaboradores (2001) senalan que



existen numerosas condiciones enddgenas y exdgenas y pueden inducir el estrés

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
electron ef cual puede pertenecer a cualquier molécula (lipidos, proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos o cualquier otra molécula cercana) y provocar una cascada
de darios (Karlsson, 1997, Pierce et al., 2004). En resumen, cuando los radicales
libres roban un electron de una molécula o compuesto que los rodea se forma un
nuevo radical libre en el lugar de la molécula (Goldfarb, 1999). Cualquier radical libre
de oxigeno puede ser referido como un ROS, los mas comunes incluyen: el anion
superdxido (Oz), el radical hidroxilo (OH), el oxigeno (O2). y el peréxido de hidrégeno
(H0). Los aniones superéxido se forman cuando el O, adquiere un electron

adicional, dejando la molécula con un solo electron desapareado. Dentro de la

el O; esta 4 La tasa de formacion depende
de la cantidad de O, que fluye a través la mitocondria en cualquier momento dado.
Los radicales hidroxilo son de corta duracion, pero son los radicales mas
perjudiciales dentro del cuerpo. La reaccion de Harber-Weiss (Figura 1) explica la

formacién de estos radicales (Vieira, 2006)
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Fel+ +H,0,—» Fe® + OH- + OH (Reaccién de Fenton)

Fe'+ 0y ———+Fe¥+0,
Reaccién firal 1,0, + Oy ———» O, + OF-+ OH

Figura 1. Reaccion de Harber-Weiss (Guerin et al, 2001 adaptado por Vieira, 2006)
H:02: El peréxido de hidrégeno representa la mas reactiva de ias especies de
oxigeno, ya que necesita solamente un electron, pero el problema principal del H;O;
es que atraviesa facimente las membranas celulares durante la recepcion de un
electrén. La presencia de cantidades traza de metales en biansicion como el hierro y
el cobre da lugar a la formacion de H;O; normalmente procedente de Hierro o de

cobre (Ashok y All, 2003).

2,31 Factores endégenos 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 Ia via de la fosforilacién oxidativa, NADPH
oxidasa y el sistema xantin oxidasa segun la etapa de desarrollo y las condiciones
del cultivo in vitro (Guérin et al, 2001).

Fosforilacion oxidativa (OXPHOS): Durante la pre-implantacion de
embriones se genera ATP via OXPHOS y glicslisis (Thompson et ai, 2000) la
inhibicion de OXPHOS reduce la generacion de ROS, Machaty y colaboradores
(2000 estudiaron un efecto obteniendo resultados positivos en la PIV de embriones
porcinos y Thompson y colaboradores (2000) en bovinos.

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

causa de ROS ya que produce el anion superdxido y H.O; (Manes y Lai, 1995).



Xantin Oxidasa: Alexiou y Leese (1992) sugirieron que las purinas son el
producto final del metabolismo dei sistema xantin durante la pre-implantacion de los
embriones de ratén. La inhibicion de xantin oxidasa induce una disminucion de ROS
(Nasr-Esfahani y Johnson, 1991). En la cascada de efectos de esta reaccion se
encuentra que hipoxantina causa el biogueo de dos células en embriones de raton
(Loustradis ef al, 1987) y las purinas resultantes inhiben el efecto del desarrollo de
los embriones in vitro (Nureddin et al., 1990)

Otros mecanismos como el Glicolato oxidasa pueden estar implicados en la

produccion de ROS en embriones (Khatchadourian et al, 1994) ver Figura 2

Eadores exogenos Mecanismos_endégenos

e
invivo Membrana NADPH oxidasa
Leucocitof idat
Glicolato oxdasa
%r.

Tnvitro

Tensién de oxigeno —_
Exceso de gucosa

lones metdlicos

Luz ultravioleta Fe
lones radiactivos
ros

Contaminacin del aire por 0,

el gas, entre otros

ontaminantes For o+ O
o mpamm_Q_)mm

Figura 2. Representacién esquematica de las principales causas de la generacion de
ROS en los ovocitos y embriones.

Dénde: 1: O,-* reduce Fe™, lo que le permite entrar en reacciones de tipo de Fenton;
2: La reaccién de tipo Fenton produce radicales hidroxilo extremadamente reactivos,
3: Xantine oxidasa; 4: Super oxidodimutasa; ?: Mecanismo hipotético (Silva et al.,
2010 adaptado de Guérin et al, 2001)




2.3.3 Factores exogenos que inducen a la formacion de ROS en la PIV

Los factores exégenos son de gran importancia en fa PIV, ya que pueden ser
manipulados a favor de esta. Entre los factores exdgenos mas relevantes se
encuentra la presencia de cationes metalicas, la exposicion de los embriones a luz
de forma repetida, o 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 ef al, 1995; Takahashi et al., 2000; Ahuja et al.,
2009; Basu, 2010). siendo estos factores altamente toxicos y causando graves dafios
a la célula a través de la peroxidacion de lipidos de membrana, inactivacion
enzimética y dafio del ADN en muchos tipos de células incluyendo los ovocitos y los

Asi mismo, la 6n de O; puede causar la produccion de

especies oxido reactivas, entre muchos otros factores (Guérin et 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). Los metales actian en los lipidos el dario

por peroxidacion teniendo efecto en el deterioro del desarrollo de los embriones. Los
cationes metalicos se encuentran presentes en el agua yla en las sales empleadas
para preparar los medios (Nasr-Esfahani et al, 1990),

La Luz: En ratones esta estudiado que la exposicion por mas de 5 minutos es
suficiente para producir H;0, (Goto et al, 1983) esta reaccién puede explicar la
excesiva produccién de ROS en embriones producidos in vitro (Nakayama ef al,
1994)

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

enzima. Esta cataboliza enzimas. aminoaldehidos y disminuye la actividad amina
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produciendo H;0,. La enzima amino oxidasa también se relaciona con la muerte
espermatica durante la FIV (Shannon, 1978; Parchament ef al,, 1990)

Los espermatozoides: Estos también juegan un papel importante en la
produccion de especies reactivas durante Ia FIV, ya que la incubacion in vitro con un
numero critico de espermatozoides causa el incremento de sustancias reactivas
producidas por los espermatozoides (Alvarez et al., 1996)

La concentracion de oxigeno: se describe mas adelante.

En resumen, existen numerosas condiciones endogenas y exogenas que

inducen afa formacién de ROS (Ornoy et af, 1996) representadas en la Figura 2.

2.3.3.1 La concentracién de O; en la PIV

El metabolismo molecular del O, es importante para la produccion de
embriones (Magnusson ef al, 1986; Houghton et al., 1996; Thompson et af,, 1996)
Las células que viven en condiciones aerébicas constantemente deben enfrentar el
oxigeno (Oz) paraddjicamente el O que es necesario para mantener la vida, posee
metabolitos, tales como ROS que pueden modificar las funciones celulares, poniendo
en peligro la supervivencia celular o ambos (Ashok y Ali, 2003). EI porcentaje
promedio de O, consumido entre morulas y biastocistos bovinos es de ~2 nlL por
embrién por hora (Overtrom et al, 1992). Jones (1985) estudio que la concentracion
de O; en un medio equiliorado en una incubadora con condiciones atmosféricas
similares a las del medio matemo es de 224 umol/L siendo esto considerablemente
alto para la concentracion fisiolégica de Oz (~10 pmoliL) consecuentemente esto
lleva a un incremento de O que conduce a la activacion de enzimas resultando

niveles altos de O; en las células.



Harvey y colaboradores {2002) sefialan que el O; puede ser considerado un
sustrato importante (usualmente no considerado) en fa PIV ya que el O es esencial
en la conversin de ADP a ATP en la fosforilacion oxidatva, juega un papel en el
electron aceptor al cambiarlo por el electron transportador. Sin embargo, el uso del
0 como un sustrato de energia también resulta en la produccion de ROS,
particularmente del anion superoxido y de radicales hidroxilo. ROS es altamente
aceptor de electrones, asi mismo el peréxido de hidrogeno, no es un radical, pero es
un producto del Oy~ y la catalisis de iones metal. H;0, y Op- pueden formar OH y
estos eventos no son favorables para el embrion, estos estan asociados con un
cambio en el estado oxido-reduccion (redox), siendo este un estado que describe
complejas interacciones de concentraciones reactivas que generan reduccion-
oxidacién de una variedad de moléculas incluidas nicotidamina, nucleotidos adenina
(NAD (P)+/NAD(P)H), flavinas (FAD+/FADH), ubiquinona, peréxidos y tioles (ejemplo
glutation). y otras moiéculas. que puede tener un papel causal. por ejemplo
espermatozoides mediada por la activacién del ovocito, la activacion embrionaria del
genoma y la eclosion embrionaria a partir de la ruptura de la zona pelicida (Harvey
stal, 2002).

In vivo en el lumen del tracto reproductivo los embriones son rodeados en el

oviducto por el fluido uterino, el cual posee el O, y los sustratos metabolicos para

continuar su y a de O; se ha reportado es
de alrededor de 3a 9% (Mastrioani y Jones, 1965; Rieger, 1992). Fischer y Bavister
(1993), reportaron que la concentracion de O; en la mayoria de los mamiferos en el
tracto reproductivo de va de un 3.5 a un 8%. Concordando con lo reportado por

Trounsan y Gardner (2000) quienes compararon la concentracion de Oz en el fumen
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del oviducto para otras especies como el conejo siendo de 2 a 6%, el mono rhesus y
el hamster del B%. Leese (1995), senala que después de la ovulacion y Ia
fertilizacion, los embriones migran al Gtero para su desarrallo & implantacién siendo
alli menor la concentracion de O; que el oviducto. Asi mismo, Burton y cofaboradores
(2003) concuerdan con lo anterior y describen que en Ia fertlizacion y el desarrollo in
vivo, el embrién se produce en un entorno bajo de Oz, lo cual es importante para
evitar las condiciones que expongan a los embriones y gametos a ROS y que
promuevan el dafio que estas especies reaclivas causan (Aganwal y Said, 2005)

in vitro Harvey y colaboradores (2004), senalan que la concentracion de Op
usada durante el cultivo de embriones puede influenciar el desarollo de los
embriones, el nimero celular y la expresion de genes. Los resultados de su estudio
sugieren que la concentracion de O; puede influenciar la expresion de algunos genes
en embriones bovinos en postcompactacion. Otros estudios de embriones de varios
mamiferos en sistemas in vitro han demostrado que la reduccién de la concentracién
de O; ha favorecido el desarrollo embrionario (Thompson et al, 1980; Watson et af.,
1994; Trounson y Gardner, 2000). Thompson y colaboradores (1990) demostraron
que la concentracion de Oz a 7% ha incrementado el desarrollo de los embriones en
comparacién del 20%. Liu y Foote (1995), reportaron que el cullivo embrionario con
alta tensién de O, (20%) puede producir mas radicales libres que los cultivados bajo
5y7%0;

Ante esto Booth y colaboradores (2005) sefialan que el efecto positivo de la
baja concentracién de O en el cullivo embrionario se ha reportado en muchas
especies por mencionar algunas la fertiizacion de embriones parcinos en bajas

concentraciones de O incrementa el nimero de células, y el porcentaje de
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produccion de embriones (Karja et al., 2004) comparados con los cultivados en un
20% de O, donde se ha reportado interrupcin en el desarrollo fetal (Karagenc et al.,
2004). no habiendo estos resutados en un 5% de O La reduccion de las
concentraciones de O; ha mostrado una mejora en el desarrollo en la fertiizacion in
vitro de embriones bovinos (Thompson et al., 1990) resultando en menas embriones
que sufren bloqueo en el desarrollo en el estadio de 8 a 16 células (Liu y Foote,
1995). La alta concentracién de O, puede afectar la transicion del cigoto,
incrementando Ia longitud del ciclo ceiular en la mayoria de los embriones (Lequarre
stal, 2003)

La baja concentracion de O; puede contribuir a la reduccion de la formacion
de radicales fiores (Lane, 2001). Mientras la alta concentracion de O, puede causar
apoptosis en los ovocitos o embriones (Yuan et al., 2003) yio alteraciones en la
expresion de genes (Harvey ef al, 2004). Karagenc y colaboradores (2004)

reportaran que el cultivo en un 5% de O; puede disminuir Ia relacion de masa celular

celular. Fischer-Brown y (2002) serialan que el
efecto de la concentracién de O en el desarrollo embrionario de los embriones
producidos in vitro depende también del medio de cultivo y el sistema de cultivo
usado y este efecto puede variar entre especies.

La concentracion de O, también puede influir en Ia tasa de desarrollo
postransferencia de embriones producidos y desarrallados in viro. lwata y
colaboradores (2000) reportaron que el peso al nacer habia sido mayor cuando se
cultivaron embriones bovinos en Ia etapa de 5 céluias en 20% de O; (aire) en lugar

de 5% de Oy



Los sistemas de cultivo definido y semi-definido generalmente requieren O;
bajo (5%) para dar mayores tasas de blastocistos (Vanroose et al, 2001) aunque
Voelkel y Hu, (1992) encontraron que la produccion de blasctocistos es baja en
sistemas indefinidos como co-cultivo en medio TCM199 y usando rangos de un 5%
hasta un 20% de O, Pero se considera que la alta concentracion de O puede ser
més perjudicial a los embriones en los sistema de cultivo en medios definidos y semi-
definidos en comparacion con el sistema de medios indefinido debido a un mayor
incremento de O; causando una mayar formacién de radicales libres, probablemente
debido a un aumento del estrés oxidativo en los sistemas semi y definidos (Bavister.
1995; Vanroose et ), 2001). Ejemplo de esto es el trabajo Rizos y colaboradores

(2001) donde en un medio SOF libre de co-cultivo pero con la adicién de suero, el

desarrollo embri yla i despues de Iz fueron
favorables usando 5% de O, en comparacion con 20% de O;. Lonergan y
colaboradores (1999) observaron que el cullivo de embriones bovino en SOF y en
SOF mas BSA utilizando 5% de O; en comparacion con el 20% auments el
rendimiento de blastocistos en el dla 8. Del mismo modo, Lane y colaboradores
(2003) reportaron una mayor tasa de blastocistos usando el 5% de O y libre de
proteinas 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 atmosfera de 20% O en su desarrollo posterior tuvieron un aumento en el
némero de cotiledones y del tamanio de estos. Los tereros también fueron mas
pesados que los de los embriones cultivados en 5% O, Los autores observaron que
este wltimo efecto era evidente cuando los embriones se cultivaron en KSOM en

comparacién con el SOF



En resumen muchos estudios han demostrado que Ia condicion atmosférica de
oxigeno durante el cultivo tiende al aumento de los niveles de ROS cuando aumenta
ia concentracién de O, teniendo efectos no favorables en el crecimiento del embrién
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
concentracion de oxigeno en comparacion con in vivo conlleva a un incremento de

las especies reactivas de oxigeno (Luvoni et al,, 1996)

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

En los medios in vitro usualmente se incrementa la produccién de ROS la que
produce danos celuiares. El papel de ROS en el medio de maduracion y antes del
desarrollo embrionario es controversial, Ashok y Ali (2003} senalan que la MIV es el
paso més critico para la generacion de ovocitos viables para PIV. La concentracion
de O; en el fluido folicular disminuye con el crecimiento folicular. lo que sugiere que
una menor concentracion de O; se requiere para la maduracion de ovocitos. Tarin
(1996) senala que el estrés oxidativo durante la maduracion in vitro induce errores
cromosémicos que son indetectables en la vida y desarrollo de los ovocitos, pero las
consecuencias son manifestadas después de la fertilizacion. Downs y Mastropolo
(1994) ai igual que Cetica y colaboradores (2001) concuerdan que ROS participa en
Ia interrupcion meiética. Por su parte en 1994 Funahashi y colaboradores realizaron
un estudio en el cual observaron que los niveles de glutation decrecen, disminuyendo
en el cltoplasma durante a maduracién in vitro de los ovocitos porcinos y Del Corso y
colaboradores también en 1994 atribuyeron a las ROS como la mayor causante de la

interrupcian en el desarrollo del embrion y la muerte celular. Harvey y colaboradores
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(2002) determinaron que en bovinos, en MIV con menos del 20% O, la maduracién
nuclear fue superior que con menos del % O; para un medio que contenfa 5.6 mM
glucosa, mientras que Burton y colaboradores (2003) refieren que menos del 5% de
0, da mayores tasas de de escision y el desarrallo en blastocistos que menos del
20% en Oz 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
concentracién de O en MIV en la competencia de los ovocitos y los resultados son
inconsistentes entre los estudios.

En cuanto al efecto de la concentracién de O, en FIV, de igual modo que para
MIV hay algunos informes y resultados polémicos. Agarwal y Said (2005) sealan
que fa generacion de ROS exdgeno en el medio de fertiizacion afecta a los ovocitos
y la preimplantacién de los embriones. Recientes estudios de Gongalves y
colaboradores (2010) estudiaron el efecto de los antioxidantes durante la fertlizacion
in vitro de embriones bovinos, el proceso espermatico y el desarrollo embrionario,
obteniendo como resultados que el ROS juega un papel en la fertiizacion, la
capacitacién de espermatozoides de bovino, asi como en la interaccion entre los
espermas'y los ovocitos. Takahashi y Kanagawa (1998) observaron que os ovocitos
bovinas son fecundados de igual modo bajo § y 20% de O, mientras que Tanghe y
colaboradores (2003) informaron que la reduccion de la tension O; disminuyé Ia
fertilizacién de los ovocitos. La causa de la polémica en los estudios del dario de
ROS durante MIV y FIV podria ser causado por el fipo de cullivo. Yuan y
colaboradores (2003) senalan que la presencia de células somaticas influye en el

cambio de atmosfera. in vitro en sistemas de cultivo libres de céiulas somaticas 5%



de O; ha demostrado un desarrolio 6ptimo, sin embargo usando un co-cultivo con
céluias somaticas en ovocitos o embriones 20% de O; (que es el tipo de cultivo
convencional que se acostumbra usar) mostré buenos resultados, concordando con

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

Goovaerts y (2009) quela para el desarrolio
y la calidad individual de cada cigoto cultivado se ve beneficiada por la presencia de
cimulos celulares en el primer dia de cultivo o en un cultivo simple hasfa el quinto
dia, ademas se pueden obtener un mayor nimero de blastocitos cuando los cigotos
son cultivados a bajos niveles O

En general, los ovocitos y los embriones son similares a otras células aerobias
y en la mayoria e los casos responden igual a la accion de ROS ya que para ellas el
uso de O, produce energia alrededor de la mitocondria durante la fosforilizacion
oxidativa, produciéndose un estrés oxidativo que es responsable de muchos tipos de
dafios en el embrion los cuales incluyen alteraciones mitocondriales, bloqueo celular
de los embriones, deplecion de los ATPs y apoptosis (Guérin et al,, 2001), induce a
la peroxidacién de los lipidos, asi como también se le atribuyen efectos relacionados,
en la division celular, transporte metabolico y difusion mitocondrial El estrés
oxidativo y el ROS producen dafio en la membrana celular (Aitken et al, 1989),
fragmentacién de DNA (Halliwell y Arouma 1991), disfuncion mitocondrial e inhibicion
de la fusion esperma-ovocito (Aitken y Clarkson, 1987). Asi mismo, durante
capacitacién ROS y el estrés oxidativo participan en la induccion a la motilidad
hiperactivada y capacitacion espermatica (O'Flaherty et al, 1999; Al et al., 2003;

Funahashi, 2005)




Durante e! desarrollo las entre la ony el
cultivo de los embriones se refleja el efecto de la concentracion de O; afectando la
expresion de genes involucrados en varios procesos fisiolégicos que pueden llevar al
embrion a estrés oxidativo, darios a las uniones GAP y diferenciacién, y se estima
que ROS puede ser responsable de generar mayor fragmentacion al embrion, dando
como resultado el aumento de la apoptosis (Yang ef al, 1998; Rizos ef al, 2002). Al
respecto Wrenzycki y colaboradores (2001) sefalan que los diferentes niveles de
transcripcion de genes derivados de embriones producidos in vivo o en sistemas in
vitro esta asociado con la concentracion de O, durante el cultivo, asi como la
composicion de los medios de los diferentes medios de cultivo. Balasurbramanian y
colaboradores (2007) concuerdan con lo anterior encontrando que la concentracion
del O, y el estrés son responsables de Ia transcripcion de genes y puede ser altos o
bajos regulado por la alteracion de la concentracion de O lo cual podria tener una

importante implicacién en la optimizacion de los sistemas in vitro.

2.4 Mecanismos de defensa ante ROS: Antioxidantes

Los sistemas biolgicos han desarrollado mecanismos de control para evitar el
darto producido por oxidacion de las sustancias reactivas de oxigeno y disminuir sus
niveles, estos mecanismos protegen contra la generacion de estas especies.
Halliwell y Whiteman, en 2004 definieron a los antioxidantes como cualquier
sustancia que estando presente a una concentracion més baja comparada con la del

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

decuadas el ROS y los mantienen una relacién estable,

sin embargo el incremento de ROS es perjudicial para los ovocitos o embriones y los
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sistemas antioxidantes responden al estrés oxidativo. Existen sistemas antioxidantes
eficaces que neutralizan el efecto de ROS como los ejercidos por las enzimas Cu-Zn
y Mn-superoxidodismutasa, glutation peroxidasa o reductasa, catalasa, etcétera,
agentes antioxidantes no enzimaticos que catalizan la destruccion de ROS incluidas
vitaminas como Retinol, a-tocoferol y acido ascérbico, ademas B-carotenos, piruvato,
glutation, taurina e hipotaurina, entre otros. Los antioxidantes actian como tampones
metalicas y atenian el efecto oxidativo mediante la eliminacion de agentes ROS in
vitro se pueden adicionar cualquiera de estos a los medios con la finalidad de
mantener el requerimiento energético de los embriones, siendo claro que el
mecanismo de defensa contra ROS de los ovocitos y embriones varia de acuerdo
con el estadio de desarrollo (Johnson y Nasr-Esfahani, 1994; Harvey et al, 1995; de
Matos et al,, 1997; Rodriguez, 2001; Sikka, 2004; Urdagueta, 2005; Agarwal et al,

2006; Combelles, 2009)



lil. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Recursos Genéticos
Acusticos y Pecuarios, del Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
ubicado en Boulevard de la biodiversidad # 400, camino a las Cruces de Abajo,
Tepatitian de Morelos, Jalisco

Para la produccign in vitre de embriones se prepararon medios semidefinidos,
de un sistema secuencial de cultivo embrionaric (COM1/CDM2: De la Torre-Sanchez,
et al, 2006), como se describe en el Cuadro 1. Posterior a fa preparacion de cada
medio de cultivo se verifics la osmolaridad con un osmémetro marca Osmette XL,
Auto Cal Osmometer Precision Systems™ vy se determind 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 fitraron
independientemente con filros de .22 ym, se les agregé gentamicina y se
refrigeraron a 4 °C hasta su uso.

Obtencién del material experimental. Los ovarios fueron colectados en el
rastro de Guadalajara, Jalisco; ubicado a una hora de distancia del laboratorio. Los
ovarios fueran diseccionados directamente del paquete visceral, eliminando el tejido
excedente, enjuagandoios y depositandolos en solucion salina fisiolégica (SSF) a 21
°C. Para su transporte se uso SSF adicionada con penicilinalestreptomicina, 10 000
Ul'y 10 mg por mL, respectivamente (Sigma P-0781). Una vez en el laboratorio
fueron lavados en etanol al 70% y se colocaron en SSF a 38 °C. Se aspiraron los
foliculos que tuvieron un didmetro de 2 a 8 mm con jeringas de 10 mL y agujas

calibre 20 a temperatura ambiente (20-22 °C). £l liquido folicular obtenido se deposito
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en tubos conicos de 50 mL adicionando con medio HCDM-M en proporcion 1:1:
dejando sedimentar el paquete celular alrededor de 5 minutos. Posteriormente se
tomo el sedimento con una pipeta serolégica de 5 mL y se puso en una caja de petri
de 10 cm de diametro para su bisqueda en un microscopio estereoscdpico 60x Leica

KL 200 LED.

Cuadro 1. Componentes del sistema secuencial de cultivo, medios semidefinidos
COM1/CDM2.

(mM) HCOMM VM _FCDM HCDM1 CDM1 HCDM2 CDM2
NaCll 935 7 85 935 12 75 1%
Kel 6 [ 6 6 5 6 [
KHpPO, 1 1 1 1 1 1 1
Na-Citrato 2H:0 05 05 05 05 o5 08 05
NaHCOs 5 %5 25 5 2 5 2
HEPES (s0% scgon s 50 s o) 20 20 20 20 20 20 20
CaCl, 21,0 2 2 2 2 2 2 2
D-Glucosa 088 a5 o088 00 00 00 00
D-Fructosa 00 00 00 05 s 2 2
Alanina-Glutamina 1 1 1 1 1 1 1
Glicina 29 49 49 a9 49 ag a9
Myo-nosital 00 217 08 00 217 00 277
LLactato 0 1 10 10 0 5 s
Na-Pirwvato 05 05 05 05 05 02 02
MgSO, 05 05 05 05 05 05 0s
Cafelna 00 0w 2 00 00 o0 0o
MEM aa sol. 100x (%) 067 067 067 067 067 087 087
BME aa sol. 50x (%) 00 147 00 00 00 147 147
Suero de albimina bovina (mg/ml) 025 05 05 025 05 025 05
EDTA 00 00 00 00 001 00 00
Taurina 00 01 00 00 o1 00 00
Heparina sal sédica (ig/mi) 20 oo 2 00 00 00 00
Gentamicina (ug/mi) 2 5 2
Osmolaridad de formula (mOsm) 2757 27587 30095 27532 27545 27563  275.71
PH de férmula 73-74 7374 75-76 73-74 1374 7374 73.74

(DeTa Torre ef al, 2006)




Los ovocitos recuperados se pusieron en una caja de peti de 3.5 cm de
didmetro adicionada con medio HCDM-M, se seleccionaron de acuerdo a fa escala
de Leibfried y First (1979) de calidad 1 a la 3, eligiéndose Gnicamente los ovacitos
calidad 1. Una vez seleccionados, se lavaran en HCOM-M con la finalidad de eliminar
los restos celulares, de sangre y componentes del liquido folicular. Finalizado esto se
transfirieron a una gota de medio de maduracion

Maduracién in vitro. Los ovocitos contenidos en la gota de medio de
maduracién in vitro (MIV) como se menciona en el parrafo anterior, se colocaron en
una caja de cuatro pozos. 50 ovocitos por pozo y cada pozo conteniendo 1 mL de
medio de MIV (dicho medio fue previamente adicionado con hormona foficulo

estimulante, hormona lutei

zante y factor de crecimiento epidermal en una
proporcion de 1:1000 cada uno y con una concentracion de 15 ng/mL, 1 pg/mL y 50
ng/mL respectivamente: también se adiciono cisteamina en una proporcion de 1:100
a una concentracion de 110 ug/mL). EI medio fue equilbrado cuatro horas antes en
una incubadora marca BINDER de dos gases (5% de CO; en aire) a una
temperatura de 38.5 °C y 100% de humedad relativa. Se incubaron por 23+1 horas
Preparacién del semen. Los espermatozoides se capacitaron mediante la
técnica de separacion por gradientes de percoll (90/45%). Para lo cual se
precalentaron a 38 °C, 2 mL de percoll al 45% y otros 2 mL al 90%. En un tubo
cénico de 15 mL sobre el percoll de 90% se deposito lentamente el percoll de 45%
sin mezclarlos, de modo que se formo la columna de los dos gradientes; a
continuacién se descongelé una pajila de semen en agua a 37 °C por 30 seg., y
posteriormente se vacio el semen lentamente sobre las columnas de percoll

Enseguida se centrifugo durante 20 minutos a 700 g en una centrifuga Thermo
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Sientific modelo CL2. Al finalizar la centrifugacion se trd el sobrenadante, dejando
solo el boton que se formé en el fondo del tubo durante la centrifugacion: se
adicionaron 4 mL de medio HCDM-1 precalentado @ 38 °C y nuevamente se volvio a
centrifugar a 400 g por § minutos, se tiré el sobrenadante dejando solo el botan de
semen. El volumen espermético se calculd en una camara de Newbauer, usando
para el conteo un microscopio compuesto marca Leica modelo DM750 mediante el
conteo de la alicuota de semen diluido en agua en proparcién de 1:20. Finalmente
para ajustar la concentracion de semen a 5x10%/mL se adiciono medio de fertilizacion
(FCDM) a la preparacion espermatica.

Fertilizacién in vitro. Durante la primera centrifugacion de los gradientes de
percoll fos ovocitos que estaban en el medio de maduracion fueron cambiados a
gotas de 80 pL de FCDM en cantidad de 10 ovocitos por gota de medio, procurando
transferir los ovocitos en un volumen no mayor de 10 L. Las gotas se cubrieron con
aceite mineral (Sigma M-8410), previamente equilibrado bajo una atmosfera en aire

de 5% de CO,, una temperatura de 385 °C y 100% de humedad relativa hasta el

momenta de la Una vez los se
10 L de la preparacién de semen a la caja con medio de FCDM y los ovacitos, para
obtener una concentracién final en el co-cuitivo de 0.5x10° espermatozoides/mL.
Concluido el proceso, se co-incubaron espematozoides y ovocios por 18 horas bajo
la misma mezcla de gases (5% de CO; en aire), temperatura (38.5 °C) y humedad
(100%) en la que se maduraron los ovocitos.

Cambio al medio de cultivo y adicion de los antioxidantes. Transcurrido el
tiempo de co-culivo se depositaron los presuntos cigotos en un ftubo de

microcentrifuga de 0.6 mL, para ser sometidos a agitacién mediante un vortex marca
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Scientific Industries SI™ modelo Voriex-2 Genie® por 90 seg en el nivel 9 de
agitacion para remover las células cumulares de la zona pelicida. Terminado esto se
hicieron varias gotas de medio HCOM-1 de 200 pL en una caja Petri, para pasar por
ellas fos presuntos cigotos y fetirar asi los restos de células cumulares y

hasta dejar limpios los mismos. Se desecharon los

presuntos cigotos con evidentes signos de degeneracion, los restentes se
consideraron como el material experimental; se asignaron los cigotos (~360)

alos como se indica a continuacién: se

formaron los tratamientos con y sin el complejo antioxidante (Sigma Antioxidant® A-
1345 + Polyamine Suplement® P-8483) en cada una de las diferentes atmosferas (2,

5 20 % de Oy) como lo ejemplifica el Cuadro 2.

Guadro 2. Distribucién de los tratamientos
2% 0z

. A 5% 0. _ 20%0:
Sigma supplement ® ~60 cigotos  ~60 cigotos  ~60 cigotos
Sin Sigma ®  ~60cigotos  ~60cigatos  ~60 cigatos

Para esto se equilibraron los medios en cada atmésfera alrededor de 4 horas
previas, el complejo antioxidante se adiciond al medio CDM1 en una proporcion de 1
en 1000. Se hizo una caja para cada tratamiento con gotas de 100 pL. Se usaron
cajas de petri tratadas con surfactante para evitar que se mezclaran las gotas, estas
fueron cubiertas con aceite mineral para cultivo celular, se pusieron 10 embriones por
gota, se incubo bajo una mezcla de gases (5% de COz, 5% de O,y 90% de Nj a 38.5
°C'y alta humedad (100%) para el tratamiento 1; a 2% de O, 5% de CO; y 93% de

N. 2 38.5°C y alta humedad (100%) para el tratamiento 2 y a 20% de Qz, 5% de CO;
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¥ 75% de N a 38.5 °C y alta 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

Después de 56 horas de cultivo se evalud la division celular de los embriones
y el porcentaje de fertilizacion; se seleccionaron los embriones que presentaron de
seis a mas células, posteriormente se transfirieron a medio CDM-2 poniendo 10
embriones por 100 uL de medio; nuevamente adicionado con y sin complejo
antioxidante (en una proporcion de 1:1000) en cada una de las corespondientes
atmésferas, y se incubaron bajo las mezclas de gases, temperatura y humedad
descritas para CDM1 segin sus tratamientos. Finalmente a los siete dias post
fertilizacion se evalus la tasa de desarrollo de blastocitos de cada tratamiento en un
microscopio invertido marca Leica modelo DMIL LED, la tasa de produccion de
blastocitos se obtuvo mediante la cantidad de blastocitos obtenidos del total de
ovocitos fertiizados in vitro, también se evalué la calidad de los mismos de acuerdo a
la escala de Eisden (1986)

Para la evaluacién del numero total de células del embrién se empleo la
Tincién de Giemsa y para la medicion de ROS se empleo el marcador DCHFDA
(Sigma; D-6863).

Tincién de Giemsa. La tincion de Giemsa se realizé para hacer el conteo total
de las células presentes en cada embrion, en esta técnica se tifie el niicleo de las
células con Giemsa, bajo el siguiente procedimiento

Se realizaron 7 repeticiones con un total de 279 blastocitos, estos se lavaron
en varias 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 didmetro con
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solucion de citrato de sodio al 9% atemperada a 38.5 °C durante 15 minutos, luego
fueron transferidos a una caja de petri can una gota de solucién de fijacion preparada
con metanol absoluto, acido acético glacial y agua en una proporcién 3:2:1, hasta
que se desaparecid la zona pelicida aproximadamente un minuto. Finalmente los
embriones fueron trasferidos con la menor cantidad de solucion fiadora a una
laminilla impiada previamente con etanol al 70%. Una vez evaporado el fijador, las
laminifias se cubrieron con Giemsa al 5% (Sigma GS-500) en PBSm, durante 15

minutos. Transcurrido este tiemoo se lavo gentiimente 1a laminilla con agua coriente,

se dejo secar y se enun a 200x de como se

observa en la Imagen 1y se contaron los niicleos

Imagen 1. Embrion tefido con Giemsa

Medicién de las Especies Reactivas de Oxigeno. El companente

fluorogénico DCFHDA ha sido extensamente usado como marcador del estrés
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oxidativo y se sugiere para reflejar el estado oxidativo general de la células (Wang y
Joseph, 1999) y se describe su uso para la medicion de H;0; 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

ovacitos o embriones por medio de la medicién de 2'7-diclorofluoresceina (DCF)

ya que DCF es generado por HO; de 2

diclorodinidrofluoresceina (DCHF) Ja cual es formada por una esterasa de diacetato

de 2

diclorofluoresceina (DCHFDA)

Se realizaron 10 repeticiones con un total de 280 biastacistos y 312 morulas,
producidos en los medios de cultivo COM1/CDM2 con y sin antioxidante en las
diferentes atmosferas (2, 5y 20 % de Oz). EI H;0; en los embriones fue examinado
mediante DCHFDA (Sigma; D-6883) como lo describe Hashimoto y colaboradores
(2000), justo antes de comenzar cada experimento DCHFDA fue preparada en
concentracién 1x10°M en medio CDM2 sin glucosa adicionado con stock solucion
(stack solucién: 1x10° en acetona).

Una vez los maduros, y

asi como las mérulas presentes se depositaron en una gota de CDM2 con DCHFDA
en acetona durante 15 minutos por tratamiento, posteriormente se lavaron en medio
CDM2 libre de Ja tincion y glucosa, se colocaron en laminillas para su observacion
Se emples un microscopio de fluorescencia marca Nikon modelo Eclipse E200
equipado con una camara BASLER modelo SCA780-54fc para obtener las imagenes
fluorescentes. La Imagen 2 muestra la presencia de HzO; en un embrion. La emisin
de fluorescencia fue capturada en archivos JPG por el programa BCAM Viewer

versién 1.8.0020 y con ayuda del programa Leica LAS £Z V2.0.0 se les agregé una
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finea de 100 pixeles necesaria para el funcionamiento del programa Image. con el
cual se realizé la cuantificacion de la presencia de HO; en los embriones, tomando

la linea como referencia para indicar la unidad de medida, se calculd el area de los

embrianes sin yconla yse Ia diferencia

Imagen 2. Blastocisto temprano tefido con el marcador DCHFDA. y en presencia de
fluorescencia muestra I presencia de H0,.

Anilisis estadistico

Las variable de respuesta: porcentaje de embriones que alcanzaran el estadio
de 6 células (DS); porcentaje de embriones que alcanzaron la primera division (DT);
porcentaje de embriones que alcanzaron el estadio de mérula compacta (PM) y
porcentaje de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto (PBL); calidad de
blastocistos (CBL) y calidad de morulas (CM) se sometieron a andlisis de varianza,
bajo un diserio factorial 3x2x4, donde los factores fueron: porcentaje de oxigeno en la

atmosfera de incubacién (2, 5 y 20%). adicién del antioxidante (con y sin

el toro usado en la fertiizacion in vitro (Toros 1 al 4) y las interacciones
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entre ellos. EI modelo matemético que explica la variacion en fas respuestas es el

siguiente (Infante y Zarate, 1998)

Yiu= i+ A+ B+ Cu+ (AB)y + (BC)x + (ACh + (ABC)ye + Epa

carresponde a las variables medidas por separado
media general
A = efecto de la atmosfera.
E, = efecto del antioxidante
Cy_ = efecto def laro.
(AB)y., (BC) , (AC) = efecto de las interacciones simples entre los factores
incluidos e el modelo.
(ABC)y. = efecto de Ia triple interaccién
rror experimental

Para las variables numero celular y presencia de H;O; se realizaron analisis

de varianza, bajo un disefio factorial 3x2 que incluye los efectos principales

porcentaje de oxigeno en la atmosfera de incubacion (2, 5 y 20%), la inclusién del

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

considerandose el siguiente modelo para explicar la variacion (Infante y Zarate,

1998):
wh A+ Byt (AB)y+ Eik

Doénde:

Yy = corresponde a Jas variables medidas por separado

v

(AB)“ = efecto de la interaccion entre los factores amriba citados.
& = error experimental,
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Para las variables porcentaje de blastocisto y porcentaje de morula se realizo
una transformacién arcoseno raiz cuadrada de la proporcion de los porcentajes para
llevar los datos a la normalidad

Las diferencias de medias entre tratamientos para los factores atmosfera y

toro, se compararon con Ia prueba de medias minimas cuadraticas.




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de P obtenidos def analisis de varianza aplicado para analizar fas
variables de respuesta DS, DT, PM, PBL. CBL y CM se muestran en el Cuadro 3
resaltando que el efecto del toro fue altamente significativo (P<0.0001) para las
variables DS, DT, PM y PBL; asi mismo la aimésfera también influye
estadisticamente en Ia variable PBL: sin embargo, fa adicion del antioxidante no tuvo
efecto significativo sobre ninguna variabie de respuesta (P>0.05). Tampaco ninguna
de fas dobles interacciones, ni la triple interaccion resultaron significativas (P>0.05).
Cuadro 3. Probabilidades del analisis de varianza en disefio factorial para las
variables de respuesta DS, DT, PM, PBL, CBL y CBLM en tres atmosferas con y sin
antioxidante y fertilizados con diferentes toros.
Variable _CV__ Atms  Aox  Toro  Atms‘Aox Toro'Aox Toro'Atms

DS 1929 01998 05549 °<0.0001 06613 05398 0.7856
oT 1538 0.5064 0.8602 *<0.0001 06900  0.4482 06730
PM 5545 01079 06608 °<0.0001 09808 09799 0.4243
PBL 3573 "0.0003 03861 *<0.0001 01955 06448 0.1955
cBL 3116 07751 05216 03557 05373 08567 07933
CBLM 3579 03350 08246 07511 08591 09497 0.5553
GIEMSA 2206 *0.0007 0.6863 - *0.0275

DCFHDA  19.80 02217 03127 - 05502

Dénde: C.V.: Ceeficiente de variacion: Atms: Almdsferas; Aox Antioxidante; D S

Divisiones de mas de seis células; D.T.. divisiones totales; PM; porcentaje de morula;
PBL: porcentaje de blastocistos; calidad biastocistos. CBLM: calidad blastocito y
mérula. * indica diferencia estadistica (P<0.05) Para ambas modelos se corrieron las
interacciones completas; sin embargo, en el presente cuadro no se incluys el efecto
de Ia tripe interaccién dado que no se encontraran diferencias significativas (P>0.05).

Porcentaje de divisiones de mas de seis células.
En las medias minimo cuadraticas y sus errores estandar resuttantes de la

interaccion de las diferentes atmasferas y el uso del antioxidante sobre fa variable DS




no se encontraron diferencias significativas (P>0.05). se obtuvieron valores muy
similares para todos los tratamientos: 2% de O, con antioxidante obtuvo 55 75£0.02.
2% de O; sin antioxidante obtuvo 5658+0.02, 5% con antioxidante obtuvo
52.37:0.02, 5% sin antioxidante obtuvo 49 6710.02, 20% con antioxidante y 20% sin

antioxidante obtuvieron 55.1510.02 52.75:0.02 respectivamente.

Porcentaje de divisiones totales

En las medias minimo cuadraticas y los errores estandar para las diferentes
atmosferas sobre la vanable porcentaje de divisiones totales, no hubo diferencias
estadisticas (P>0.05), sin embargo 2% sin O, presentd un porcentaje mas alto de
divisiones con 71.91£0.02, seguido de 20% de O sin antioxidante, 20% y 2% de O,

con antioxidante con 67.50+0.02, 69.17+0.02, 69.13+0.02 respectivamente y 5% de

0, con y sin, los mas bajos de divisiones con
67.58+0.02 y 67.5920.02 respectivamente

Sudano y colaboradores (2010) realizaron un experimento similar comparado
diferentes antioxidantes (Sigma antioxidant supplement®, a-tocoferol y acido
ascorbico) en dos diferentes atmésferas de O (5 y 20%) sin embargo, reportaron
resultados ligeramente superiores que los obtenidos en el presente estudio para
porcentaje de divisiones totales: para la atmésfera con 20% de O, y Sigma
antioxidant supplement® obtuvieron 74.840.7 mientras en el presente estudio se
obtuvieron 69.17:0.02, en la atmosfera con 5% de O suplementado Sigma
antioxidant supplement® obtuvieron 72.00.9 y para la misma variable en el presente
estudio se obtuvo un porcentaje de divisiones de 67 58£0.02, sin antioxidante en la

atmésfera de 20% de O se obtuvieron 66.8+0.9 ligeramente inferior a lo reportado
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en el presente estudio (67.50£0.02) y para 5% de O, sin antioxidante obtuvieron
59.8+0.2 mejor a lo reportado en el presente estudio (67 590.02)

Goovaerts y colaboradores (2009) estudiaron la respuesta de los embriones
bajo estrés oxidativo en dos diferentes atmasferas (5 y 20% de O2) en un sistema de
co-cultive es decir, con y sin células dei cumulus (CC) obteniendo para DT 72.7% en
ia atmésfera con 20% de O, bajo esta misma atmésfera sin GC obtuvieron 69 8%,
mientras con 5% y con CC obluvieron 86.7% y sin CC obluvieron 73%, los resultados
obtenidos por estos investigadores son mas parecidos a los obtenidos en el presente
estudio.

Por su parte Olson y Seidel (2000a) reportaron un porcentaje inferior a lo
reportado en el presente trabajo, elios emplearon medios semidefinidos de cultivo
semisecuenciales CDM1/CDM2 similares a los empleados en este estudio y
obtuvieron 65% de divisiones bajo una atmosfera de 5% de O, sin antioxidantes

En todos los estudios mencionados el porcentaje de divisiones totales se
obtuvo del nimero de ovocitos fertiizados entre el nimero de cigotos divididos desde

2 hasta 8 céluias comespondientes al tercer dia de incubacion

Porcentaje de blastoclstos
Para Ia variable porcentaje de blastocistos la interaccion de la atmosfera y el

ni las demas diferencias

(P>0.05). Sin embargo, la almdstera si influyé en Ja expresion del porcentaje de
biastacistos como se muestra en el Cuadro 4, favoreciendo el nivel con menor

concentracion de O, con el mayor porcentaje de blastocistos y estadisticamente con

dif alas demas (P<0.05)



Cuadro 4. Medias minimo cuadraticas +/- error esténdar y medias aritméticas para fa
variable porcentaje de blastocistos de acuerdo a las diferentes atmésferas como
fuente de variacion

Atms MMC ee. v
2% 341455 a 0.0177 12,6432
5% 271691 b 0.0177 86879
20% 236873 b 00177 7.2803

Dénde: Alms: atmdsfera; MMC: medias minimo cuadraticas; e e.. error estandar;
media aritmética, sin la transformacion alcoseno raiz cuadrada de la proporcion de
los porcentajes. Literales diferentes por columna (*°) indican diferencia estadistica
(P<0.05)

Porcentaje de mérula

En cuanto al porcentaje de mdrula los resultados obtenidos para la interaccion
con ia atmosfera y el antioxidante, muestran que el promedio mas alto se obtuvo en
Ia concentracién de 20% de O con antioxidante, seguida del 20% sin antioxidante
(34.59£0.04 y 33 4720.04), el 2% de O; con y sin antioxidante presentaron resultados
ligeramente més bajos (30.8320.04 y 28.43£0.04), sin embargo para el 5% con y sin
oxidante se obtuvo baja presencia de morulas (25.71£0.04 y 24 80+0.04)

Olson y Seidel (2000a) compararon diferentes antioxidantes y utiizaron los
mismos medios de cultivo COM1/CDM2 para la produccion estandar de embriones
bovinos en condiciones de 5% de O sin antioxidante obtuvieron como resuitados
34% de morulas compactadas superior a lo reportado en el presente estudio en un
5% de O sin antioxidantes (24.80£0.04). Asi mismo, los resultados obtenidos por
Olson y Seidel (2000b) son superiores a los del presente estudio con un 38% de

mérulas.
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Calidad de blastocistos

En las medias minimas cuadraticas para fa variable calidad de blastocistos no
se encantraron diferencias significativas con Ia interaccion atmésfera antioxidante, ni
en ninguna otra interaccion o en los factores independientes se encantraron
diferencias significativas (P>0.05). Los valores oblenidos para la interaccion de la
almésfera por el antioxidante para esta variable muestran que en la atmésfera con
20% de O; se encontraron blastocistos de muy buena calidad seguido de la
atmésfera de 2% de O, con y sin antioxidante con valores de 1.69£0.13, 1.75:0.13 y

1.7720.13 respectivamente, mientras que las demas atmasferas 5% de O; con y sin

y 20% sin una calidad regular con valores de

1.88:0.014 1.83£0.014 y 1.9440.014 respectivamente

Efacto toro

£ efecto del tora fue altamente significativo (P<0.0001) para las variables DS,
OT, PM y PBL. siendo el tora 4 el mejor estadisticamente para todas las variables de
respuesta, seguidos de los toros 2y 3 siendo el peor. &l toro 1 como se abserva en

el Cuadro 5.



Cuadro 5. Medias minimo cuadralicas para las variables respuesta porcentaje de
divisiones de mas de seis ceélulas, porcentaje de divisiones totales, porcentaje de
blastocito, porcentaje de morula y calidad blastocisto de acuerdo al efecto del Toro
como fuente de variacién.

Toro

Variable 1 2 3 M E cv
DS 38330c  54992b 53538b 67559a 00111  19.4391
oT 58561c  69.721b 69.033b 77.925a 00114 154172
PBL 21762b  27226b 26298b 380502 00112  36.6933
PM 14981c  28292b 30379 44930a 00322 588053
cBL 197132 18282  174ta  1.703a  0.3361 0.7633

Onde’ DS Dvisiones de mas de seis células; D.T.. dwisiones totales, PM;
porcentaje de mérula; PBL: porcentaje de blastocistos; CBL: calidad blastocistos;
C.V.: Coeficiente de variacion; e: error de cuadrados medios. Literales diferentes por
columna (**<) indican diferencia estadistica (°<0 05}

Ante ef efecto del toro Leibried y (1989) y Shiy

(1990) concuerdan que un factor importante que afecta la capacitacion y por ende fa
fecundacién in vitro, es Ia variabilidad individual entre los toros y explican que existen
marcadas diferencias entre el semen de diferentes toros, como también del mismo
animal para responder a los tratamientos in vitro. Estas diferencias se manifiestan
tanto en la frecuencia como en las tasas de penetracion espermatica. Incluso se han
descrito variaciones de mas de 20% en las tasas de fecundacion entre diferentes
partidas de semen provenientes de un mismo toro (Otoi et al., 1993)

Por su parte, de la Torre y colaboradores (2006) senalan que el semen de
diferentes toros afecta el desarralio respansable de la formacion de morulas, del

porcentaje de blastocistos y la calidad morfolsgica de estos,
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Nimero de células
En ef Cuadro 6 se muestran los valores de P para los valores ce la variable de
respuesta numero de células, por atmosfera, el antioxidante, y fa interaccion de estos

dos factores.

Cuadro 6. Andisis de varianza en disefio factonal para la variable de respuesta
numero de células en las diferentes atmosferas con y sin la adicion de
. Pe>F
Variabl V. .
arlable  C.V. Antioxidante __ Atms*Aox
GIEMSA 220677 00007 0.6853

Dénde. C.V.: coeficiente de variacion; Atms: atmasferas; Aox: antioxidante (P<0.05)

La atmésfera de cultivo afecté significativamente a la variable nimero de
células (P<0.001), siendo el mejor tratamiento el desarrollado en la atmosfera con
2% de O, (Cuadro 7). asi mismo, se encontré un efecto significativo para la
interaccion atmésfera por antioxidante (P<0.05); embricnes cultivados en presencia
del antioxidante tuvieron mayor proliferacion en atmésfera de 2% de Oy, pero
encontrandose efecto contrario en embriones cultivados con 5% de O (Figura 3).
Estos resultados, junto con los antes referidos acerca del efecto positivo de la
atmésfera de 2% de O sobre el porcentaje de biastocistos, demuestran que los
embriones cultivados en una atmésfera de 2% de O resultan en mayor nimero de
blastocistos de mejor calidad (mayor numero de células) y que la adicion del

antioxidante en dicha atmésfera ofrece un efecto protector frente al estrés oxidativo.



Cuadro 7. Promedio y desviacion estandar del efecto de la atmosfera en la variable
de respuesta numero de células, evaluada mediante la tincion de Giemsa.

Atms Media
2% B86.368 a 192795
5% 72171 ab 7.4705
20% 54933 b 8.8495

Atms: atmasfera; DE: desviacion estandar. Literales diferentes por columna (*%)
indican diferencia estadistica (P<0.05)

La Figura 3 nos ilustra el efecto de las interacciones entre la concentracion de

oxigeno de las atmosferas y el efecto del uso de antioxidante.

Numero de células
10
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Figura 3. interaccién del numero de células evaluando Tas diferentes atmosferas y
con Ia adicién o sin del antioxidante como fuente de variacion
Dénde: C: con antioxidante. S: sin antioxidante

Los resultados obtenidos son mejores a los reportados por Olson y Seidel
(2000a) quienes emplearon el mismo sistema de medios secuenciales semi-definidos
que se empled en el presente trabajo. y a los resultados obtenidos por Olson y Seidel
(2000b) quienes reportaron para una concentracion de 5% de O; 15 células por
embrion y para una atmosfera de ~20% de Op 12 células por embrion, y los

presentados por Harvey y colaboradores (2006) obtuvieron un promedio de 50+2.5
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células. De la Torre y colaboradares (2006) utilizando ef mismo sistema de cultivo
adicionado con glucosa y una proporcién del 5% O; obtuvieron mejores resultados a
los del presente estudio (10424 2), concardando con lo reportado por Thompson y
colaboradores (1996) quienes reportaron 11710 celulas. Sin embargo, Hashimoto y
colaboradores (2000) obtuvieron resultados superiores (131.75:9.75) en su estudio
donde midieron la concentracion de glucosa durante el desarrollo, los niveles
intracelulares de especies reactivas de oxigena y el contenido de glutation

Balasurbramanian y colaboradores (2007) sefialan que el culivo de embriones
bovinos bajo condiciones bajas de Oz (5%) provee un medio ideal para la forqgggidn

de blastocistos diferentes en el total de numero celular y la expresion genética

AT O

S
DCHFDA SISTEMA o€ BigLgre ey

EI Cuadro 9 nos muestra los resultados obtenidos del analisis de varianza en
disefio factorial para la variable DCHFDA en las diferentes atmdsferas y con y sin la
adicion de antioxidante y se puede observar que no se encontrd diferencia
significativa entre ninguna variable, ni la interaccion de ambas

Cuadro 8. Andlisis de varianza en disefio factorial para Ia vanable respuesta
DCHFDA en las diferentes atmasferas con y sin la adicion de

Variable  CV. Atmosferas _ Antioxidante Atms*Aox

DCFHDA _ 19.8094 02217 03127 05502

Dénde: C.V.: coeficiente de variacion; Alms: atmdsferas; Aox: antioxidante (P<0 05)

Las medias minimo cuadraticas con sus ermores estandar para la variable

DCHFDA de acuerdo a las diferentes atmosferas y uso de antioxidante como fuente
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de variacién, muestran que no hubo diferencias significativas (P>0.05). los resultados
muestran que en el 5% O; con antioxidante se presenté la menor cantidad de H0z,
seguida de 5% sin, 2% sin, 20% con y 2% con, siendo 20% sin el tratamiento que
presenté mayor porcentaje de MO, (54.540.03, 50.85:0.03, 50.4420.03,

49.83+0.03, 49.19:0.03 y 44.4120.03 respectivamente).

Otros investigadores estudiando los niveles de ROS en embriones y ovocitos
bovinos producidos in vitro mediante espectrofluorometrla usando 2',7-diacetato de
diclorohidrofluoreceina. determinaron que la presencia de estas va en aumento de
acuerdo al nimero de la divisiones celulares, desde el estadio de dos células, hasta
el estadio de mérula, pero que llegando al estadio de blastocisto los niveles de ROS
comenzaban a disminuir. Sefalan ellos que esto pudiera ser explicado mediante
variaciones en el consumo metabolico de un embrién en sus diferentes etapas de
formacion, ya que éste tiene una alta demanda metabslica, en los estadios post
compactacién. Lo anterior pudiera explicar el no efecto de los factores estudiados,
sobre los niveles de ROS ya que todos los embriones empleados para esta variable

eran blastocistos y mérulas (Dalvit et &, 2005).
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V. CONCLUSIONES
= Eltoro usado en la fertilizacién in vitro tiene influencia sobre fa produccion in vitro
de embriones, lo cual resaita la importancia de seleccionar semen de toros que
produzcan mas blastocistos en los procesos de PIV. tanto para fines

experimentales como para produccion comercial de embriones.

El empleo del antioxidante Sigma antioxidant supplement® no resultd benéfico
para la produccién in vitro de embriones bajo las condiciones en que se evalué en

el presente estudio

La atmésfera influyo positivamente en las variables porcentaje de divisiones
totales y porcentaje de blastocistos. Siendo la atmosfera con 2% de O la que
mostré mejores resultados en el presente estudio, por lo cual se recomendaria

emplear para estudios postericres

La atmosfera también tuvo nfiuencia en el numero de células; blastocistos

cultivados en 2% de O se desarrollan con un mayor nimero de blastmeros que
los cultivados con 20% de Oz, encontrandose que la atmésfera de 5% de O; se

comporté en un plano intermedio. Ademas, se observé una interaccion entre Ia

atmosfera y el 4 que ef potencia el efecto
benéfico sobre la proliferacion celular cuando los embriones se cultivan en 2% de

0z, en comparacisn conla atmésfera de 5%
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La cuantificacion de presencia de H,0; a través del uso del fluorocromo DCHFDA
no amoja diferencias significativas en la presencia de especies reactivas de

oxigeno en ninguno de los tratamientos.
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