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RESUMEN

Existe una gran posibilidad de mejorar la produccién de embriones in vitro al enriquecer los medios de cultivo
adicionando moléculas que regulen las condiciones 6ptimas de los gametos. El objetivo de este estudio fue
adicionar la proteina de choque térmico recombinante HSC70, para evaluar su efecto en la produccién de
embriones in vitro. Se adicionaron 25 ng/mL de la proteina HSC70 al cultivo de embriones sometidos a estrés
térmico, formando cuatro tratamientos T1= medio adicionado con HSC70 a 41 °C, T2= medio sin HSC70 a
41 °C, T3=medio adicionado con HSPC70 a 38.5 °C y T4= medio sin HSC70 a 38.5 °C. Bajo el protocolo
de produccion in vitro de embriones bovino en los medios de cultivo temprano (CDM1) y tardio (CDM2),
con la finalidad de evaluar el desarrollo embrionario a través de las variables, porcentaje de division
embrionaria, embriones de seis células 0 mas y blastocistos al dia 7 u 8 y nimero de células en blastocisto al
dia 7. El conteo de las células en los blastocitos al dia 7 del cultivo, se llevo a cabo a través del protocolo de
tincion diferencial de Hoescht 33342. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza con un arreglo
factorial con el procedimiento GLM de SAS (2013), que incluyo los factores de proteina, temperatura y su
interaccién. El namero de células se analizé asumiendo una distribucién Poisson por tratarse de un conteo.
Los resultados mostraron que el factor proteina fue significativa (p= 0.01) para todas las variables de
respuesta y existe un efecto positivo de la proteina HSC70, agregada al medio de cultivo, sin importar la
temperatura a la que fueron cultivados; este efecto se expres6 tanto en un mayor porcentaje de embriones,
como en una mayor tasa (p<0.05) de proliferacion celular. Se concluye que la adicién de HSC70 al medio de
cultivo de embriones sometidos a estrés calérico obtuvo un mayor porcentaje de blastocistos, un mayor
namero de sus células y disminuyo significativamente el estrés mecanico durante el cultivo de embriones no
sometidos a estrés calorico al encontrarse un menor nimero de blastocistos en los grupos control.

Palabras clave: Medios de cultivo In vitro

RESUMO

Existe uma grande possibilidade de melhorar a producdo de embribes in vitro, enriquecendo os meios de
cultura com a adi¢do de moléculas que regulam as condi¢des ideais dos gametas. O objetivo deste estudo foi
adicionar a proteina recombinante de choque térmico HSC70, para avaliar seu efeito na producgéo de embriGes
in vitro. 25 ng/mL da proteina HSC70 foram adicionados ao cultivo de embrides submetidos ao estresse
térmico, formando quatro tratamentos T1= meio adicionado de HSC70 a 41 °C, T2= meio sem HSC70 a 41
°C, T3= meio adicionado de HSPC70 a 38,5 °C e T4= meio sem HSC70 a 38,5 °C. Sob o protocolo de
producdo in vitro de embriBes bovinos em meio de cultura precoce (CDM1) e tardio (CDM2), a fim de avaliar
o desenvolvimento embrionario através das variaveis, porcentagem de divisdo embrionaria, embrides de seis
células ou mais e blastocistos no dia 7 ou 8 e nimero de células em blastocisto no dia 7. As contagens de
celulas em blastocistos no dia 7 de cultura foram realizadas usando o protocolo de coloracéo diferencial
Hoescht 33342. Os dados foram submetidos a uma anélise de varidncia com arranjo fatorial com o
procedimento GLM de SAS (2013), que incluiu os fatores de proteina, temperatura e sua intera¢do. O nimero
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de células foi analisado assumindo uma distribuicdo de Poisson, pois é uma contagem. Os resultados
mostraram que o fator proteina foi significativo (p= 0,01) para todas as variaveis de resposta e que ha efeito
positivo da proteina HSC70, adicionada ao meio de cultura, independente da temperatura em que foram
cultivadas; esse efeito foi expresso tanto em maior percentual de embrides, quanto em maior taxa (p<0,05)
de proliferacdo celular. Conclui-se que a adi¢do de HSC70 ao meio de cultivo de embrides submetidos ao
estresse térmico obteve maior porcentagem de blastocistos, maior nimero de suas células e diminuicdo
significativa do estresse mecénico durante o cultivo de embrides ndo submetidos ao estresse térmico como
menor nimero de blastocistos nos grupos controle.

Palavras-chave: Meios de cultura in vitro

1 INTRODUCCION

Las proteinas del shock térmico (Hsp) cumplen diversas funciones fisiologicas: colaboran
en la adquisicion de la estructura terciaria de las proteinas en formacion, interviniendo en su
ensamble, translocacidn y secrecidn, asi como también en la degradacidn o reparacién de proteinas
anormales, actuando como chaperonas moleculares (Bharati et al., 2017). Cuando las células son
sometidas a distintos estimulos como el estrés del shock calérico, radiaciones, diversas drogas,
infecciones virales, etc., las Hsp se sobre expresan. De esta manera confieren proteccion a las
células, volviéndolas resistentes a la apoptosis (Neuer et al. 2000). Las alteraciones en el entorno
del embrién preimplantado pueden afectar la competencia para establecer la prefiez y fenotipo de
los terneros resultantes y, debido a que el desarrollo embrionario in vitro estd condicionado por
factores como el origen de los gametos, las condiciones de cultivo, el microentorno y el estrés
ambiental, la necesidad de obtener gametos sanos para su uso, que no podemos “fabricar”, pero si
podemos mejorar el medio de cultivo en el que tiene lugar el contacto entre los gametos por lo que,
debemos intentar disefiar medios quimicamente definidos que no dejen ningn cabo suelto en cuanto
a la posible accion incontrolada de moléculas (Coy, 2012). Por todo lo anterior, es necesario
determinar si adicionar proteinas de choque térmico en el medio de cultivo de embriones bovinos
in vitro, tenga un aporte benéfico. Este trabajo tuvo como objetivo adicionar 25 ng/mL de la proteina
de choque térmico recombinante HSC70, para evaluar su efecto en la produccién de embriones in

vitro sometidos a estrés calérico.

2 MATERIAL Y METODOS

La produccion in vitro de embriones aspirados de ovarios de vacas sacrificadas en rastro se
realizd utilizando los medios de maduracion (IVM), fertilizacion (FCDM), cultivo temprano
(CDM1) y cultivo tardio (CDM2), se suplementaron con albumina sérica bovina (BSA) libre de
acidos grasos elaborados en el laboratorio Acuatico Pecuario del Centro Nacional de Recursos
Genéticos (CNRG) del INIFAP. Los ovocitos se colocaron en cajas de busqueda, se seleccionaron

los complejos cumulus-ovocito con un citoplasma uniforme, granular y rodeados de una masa
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compacta de células cumulares. Los complejos cimulus-ovocito fueron cultivados en el medio de
maduracion IVM, adicionado con HCG, FSH, B-estradiol, cisteamina y factor de crecimiento
epidermal durante 23 horas a 38.5°C, saturacion de humedad y atmosfera de 5% CO2 en aire.
Después, los embriones de mas de seis células fueron transferidos a medio CDM1 (cultivo
temprano), y fueron suplementados (con 50 ng) o no (control) con la proteina HSC70 de acuerdo al
tratamiento (T) al que pertenecian y nuevamente fueron suplementados (con 25 ng) o no (control)
con la proteina HSC70 de acuerdo al T al que pertenecian anteriormente al realizar el pase a CDM2
(cultivo tardio), en donde permanecieron en cultivo por 120 horas en las condiciones antes
mencionadas pero la temperatura fue elevada de 38.5 a 41.0 °C para someterlos a estrés calorico por
lo que se tuvieron cuatro tratamientos T1= medio adicionado con HSC70 a 41 °C, T2= medio sin
HSC70 a 41 °C, T3= medio adicionado con HSPC70 a 38.5 °C y T4= medio sin HSC70 a 38.5 °C.
Bajo el protocolo de produccién in vitro de embriones bovino anteriormente mencionado, se
suplementaron con 50 ng o no (0, grupo control) los medios de cultivo temprano (CDML1) y tardio
(CDM2) con la proteina recombinante HSC70. Lo anterior con la finalidad de evaluar el desarrollo
embrionario a través de las variables, porcentaje de divisién embrionaria, embriones de seis células
0 mas Y blastocistos al dia 7 u 8 y numero de células en blastocisto al dia 7. El conteo de las células
en los blastocitos al dia 7 del cultivo, se llevé a cabo a través del protocolo de tincion diferencial, el
cual consistié en 9 pasos: Paso 1). poner a los embriones en gotas de 50 pL de PBS/PVP
precalentadas y fueron lavados tres veces mediante su paso a diferentes gotas de este medio; Paso
2). se pasaron a estos embriones a una gota de 50 pL conteniendo 4% de formaldehido y se
mantuvieron ahi por 15 min.; Paso 3). se repitio el primer paso; Paso 4). Se incubaron los embriones
a temperatura ambiente por 30 min en gotas de 50uL de medio de permeabilizacion; Paso 5). Se
lavaron los embriones tres veces en gotas de 50 pL de solucion de lavado; paso 6). Se incubaron los
embriones a temperatura ambiente por 5 min en gotas de 50uL conteniendo tincién de Hoescht
33342; Paso 7). Se repite el paso 1; Paso 8). Se toman los embriones con 7uL de Gild Antifade
Mountatn -PBS/PVP vy se colocaron en una laminilla; Paso 9). Se toma un cubreobjetos y se le
agrega vaselina a cada esquina para colocarlo gentilmente sobre la gota donde se encuentran los
embriones ya tefiidos (modificando la técnica de Thouas et al., 2001). Posteriormente a esta tincion,
se procedi6 a tomar una foto mediante el microscopio de fluorescencia con una fuente de luz UV
conectados a la computadora con el sistema CASAS y con el programa Pyle Viewer se utilizo la
opcidn para observar imagenes con la opcion AC1300-200uc y Single Shot para obtener una sola
imagen o captura. Para el andlisis de la viabilidad celular en embriones cultivados in vitro en
distintas condiciones de cultivo (sin suplementacidn y con suplementacién de proteina HSC70) y

sometidos a estrés calorico, los datos se sometieron a un analisis de varianza con un arreglo factorial
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con el procedimiento GLM de SAS (2013), que incluyd los factores de proteina, temperatura 'y su
interaccion. Previo al analisis, los datos, expresados como proporciones (p) que no cumplieron con
el supuesto de normalidad, fueron transformados a su arco seno (Vp), para su analisis.
posteriormente las medias de cuadrados minimos se re transformaron a la escala observada y se
expresaron como porcentajes. Para el caso de ndmero de células se analiz6 asumiendo una

distribucion Poisson por tratarse de un conteo.

3 RESULTADOS Y DISCUSIONES
Los resultados mostraron que el factor proteina fue significativa (p= 0.01) para todas las
variables de respuesta (Cuadro 1).

Niveles de Significancia de los efectos en los modelos

Divisién Embriones Blastocitos Nimero

Factor Embrionaria +de6 adia7y8 de

% células % % células

Proteina 0.01 0.01 0.01 <.0001
Temperatura 1.00 0.30 0.30 0.17
Proteina*Temperatura 0.20 0.39 0.39 0.47

Existe un claro efecto positivo de la proteina de choque térmico, agregada al medio de cultivo
de embriones bovinos producidos in vitro, sin importar la temperatura a la que fueron cultivados;
éste efecto se expresa tanto en un mayor porcentaje de embriones que alcanzan distintos estadios de
desarrollo a tiempos determinados, como en una mayor tasa (p<0.05) de proliferacion celular
(Figura 1).

Figura 1. Conteo de células embrionarias por medio de la tincion de Hoechst 33342, donde se observé un mayor nimero
de células en los tratamientos con adicién de proteina HSC70 en el medio de cultivo.

Con proteina HSC70 Sin proteina HSC70

En el Cuadro 2 se observa que en los tratamientos, el factor proteina marco diferencias
(p<0.05) para las variables de respuesta BD7-8 y NC, obteniéndose mayores valores para el
tratamiento que no fue estresado con una mayor temperatura (38.5 °C = 1.75+ 0.04% y 41 °C =0.84
+ 0.05° BD7-8) y de igual forma para el NC (107.58 + 2.23% y 87.27 + 2.17°, respectivamente), con
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la adicion de la proteina de choque térmico sometidos a temperatura de 38.5 y 41 °C fueron
significativamente mayores (p<0.05) tal como lo reporta Garza et al. (2021) en los tratamientos de
su trabajo utilizando 25 y 50 ng/mL. Cabe hacer mencion que el tratamiento a 41°C sin proteina
HSPC70 fue el tratamiento con mayor estrés y con la menor produccion de embriones, mientras que

el tratamiento a 38.5 °C con la adicion de proteina HSP70 obtuvo la mayor produccion de

embriones.
Medias de Cuadrados Minimos y errores estandar (transformadas a valores observados)
Fact E D;T%smnl Embricnes + Blastocitoz a Nimero de
acter m f;.:“ma de 6 células % dia7v 8 % células
5842=
Prote; Con Proteina 0.092 47.08 = 0.06 31220047 119.63 2312
roteimna 4447+
Sin Proteina 0.16% 37410070 022=0.05" 7348204
51.33=
Temperatur 3830 0.102 44.09 = 0.06° 1750042 107382232
a 5135 =
41.00 0.132 40.34 = 0.07° 084005 8727=2.17°
35.09=
Proteina  38.30 017 47.39 = 0.10° 3460060 141.14=+3.132
Proteina * 61.26 =
Proteina  41.00 0.242 46.76 = 0.14° 2800090 10140318
Temperatur 47562
: SinProte  38.30 0.242 40.81 =0.14° 0.61+0.097  22.00=286"
4139=
SinProte  41.00 0.26% 34.08 = 0.15% 0.02=0.100  75.11=2.80°

ab | jterales diferentes dentro de columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)

Es evidente que debido a la mejora de las condiciones de cultivo que provocan estas
proteinas de choque térmico, no solo regulando el estrés calérico al que fueron sometidos los
zigotos, sino también el estrés mecanico al que son sometidos los ovocitos durante el proceso de
cultivo y maduracién ya que hubo una gran diferencia entre el nimero de blastocistos, posiblemente
debida a una disminucion en la muerte celular entre estos dos tratamientos con la adicion o no de
HSPC70, respectivamente y cultivados a 38.5 °C, esto de acuerdo a lo reportado por Neur et al.
(2000), quienes observaron un control de la apoptosis y disminucion de la fraccion del ADN en el
estadio de blastocistos (Matwee et al. 2001).En este estudio se encontraron evidencias para
considerar a las proteinas de choque térmico como una sustancia que enriquezca los medios de
cultivo sobre todo durante el cultivo tardio, como lo sefiala Coy y Murcia (2012), a manera de buscar
que estos medios permitan no dejar ningun cabo suelto en cuanto a la posible accion incontrolada
de moléculas. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para evaluar la cinética y expresion

génica de los embriones en condiciones de cultivo in vitro durante la adicién de la proteina HSP70.
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4 CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que la adicion de HSC70 al medio de cultivo CDM
de embriones sometidos a estres calorico ayudo a obtener un mayor porcentaje de blastocistos, asi
como un mayor namero de sus células y disminuyo significativamente el estrés mecanico durante
el cultivo de embriones no sometidos a estrés calorico al encontrarse un menor numero de
blastocistos y de sus células sin la adicién de HSC70 en su medio de cultivo, posiblemente causado

por una mayor apoptosis celular en estos.
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