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RESUMEN

El objetivo de estatesis fue evaluar lainfluencia de la suplementacion del medio
de maduracion (MIV) y de cultivo (CIV) en la supervivencia a la criopreservacion de
embriones bovinos in vitro. En el experimento 1, se evaluo € efecto de la adicién de
Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), en dos concentraciones, en € medio M1V sobre
lasupervivenciaalacongel acion convencional. Encontrandose que la adicion de 50 ng/ml
0 100 ng/ml, favorecié la maduracién nuclear y no gjercio influencia sobre e desarrollo
embrionario y lasupervivencia de embriones congelados. En &l experimento 2, seevauo
el efecto de la adicion de Cisteamina en el medio de MIV sobre la supervivencia a la
congelacion.  Observandose que la adicion de 100 uM favorecié la maduracion nuclear
y presentd una tendencia a aumento del porcentgje de embriones re — expandidos
descongelados. En e experimento 3, se evalud € efecto de la adicion de 100 uM de
Cisteaminay de 100 ng/ml de EGF a medio M1V sobre lasupervivenciaalacongelacion.
Observandose que favorecio e desarrollo embrionario, pero no influyd en la
supervivenciaembrionaria. En el experimento 4, se evaluo el efecto en la supervivencia
de embriones in vitro por la adicion de Cisteamina en € medio de CIV en d3 y db5,
encontrandose que la adicion de 100 uM en d5 favorecio la produccion de embriones y
al suplementar con 50 0 100 uM en este mismo dia, se favorecio laeclosion alas 72 hs.,
pero no influyd en €l nimero de blastémeras. En € experimento 5, se evalud €l efecto en
la supervivencia de embriones in vitro por la adicion de &cido linoleico en el medio de
CIV end3y d5. Observandose que suplementar con 50 uM en d3, favorecio €l clivaey
presentd una tendencia al aumento en e porcentaje de embriones y que la adicion de 50
uM en d5 favorecio la re-expansion de embriones descongelados. En el experimento 6,
se evalud e efecto en la supervivencia de embriones in vitro por la adicion de
fosfatidilcolina de soja en € medio de cultivo en los dias 3 y 5, encontrandose que no
influyé en € nimero de blastomeras, desarrollo embrionario y supervivencia a la
congelacion. En e experimento 7, se evaluo € efecto de la adicién de Acido linoleico,
Cisteamina y lecitina en e medio de CIV en la supervivencia embrionaria a la

congelacion, encontrandose ningun efecto.



Palabras claves: Congelacion, Cisteamina, EGF, Acido linoleico,
Fosfatidilcolina de soja
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ABSTRACT

The am of this thesis was to evaluate the influence of supplementation VM
medium and CIV in cryopreservation survival of bovine embryosin vitro. In Experiment
1, the effect of the addition of EGF in the IVM medium on freezing survival finding that
the addition of 50 ng/ml or 100 ng/ml, promotes nuclear maturation and no influence on
embryo development and survival of frozen embryos. In experiment 2, the effect of
adding Cysteaminein IV M medium was evaluated on survival frozen embryos, observed
that the addition of 100 uM promotes nuclear maturation and has a tendency to increase
embryo re - expansion after thawed. In Experiment 3, the objective was study the effect
of addition of cysteamine and EGF in IVM medium on frozen embryo survival and
concluding that only embryo development improved and has no effect of embryo survival.
In experiment 4, the goal was evaluate the in vitro embryo surviva by the addition of
cysteamine in IVC medium in d3 or d5, finding that the addition of 100 mM in d5
improved embryo production and with addition of 50 and 100 mM in the same day,
improved hatching but has no influence in blastomeres numbers. In Experiment 5, the
am was study the effect of in vitro embryo surviva by the addition of linoleic acid in
IVC medium in d3 or d5, concluding that whit the supplementation with 50 mM in d3
stimulate embryos cleavage, presenting atendency in embryo rates and the addition of 50
mM in d5 improve re-expansion on frozen embryos. In Experiment 6, the effect on
survival of embryosin vitro by addition of soy phosphatidylcholinein the culture medium
on days 3 and 5 were evaluated and found to not influence. In Experiment 7, the effect of
the addition of linoleic acid, Cysteamine and lecithin in the culture medium has no effect

in frozen embryo survival.

Keywords. Freezing, Cysteamine, EGF, Linoleic Acid, Soybean
Phosphatidylcholine.

Vil



TABLA DE CONTENIDO

T o 1 U] o 00 1
INTRODUGCCION L.t e e e e e e e e e aa s 1
(OF 0] o] £ 11=T 47 Uo1 0] o P 4
Radicales libres y estrés oXidativo ..........cc.evveiieiie e e eeiienaas 6
Factores de crecimiento o factores troficos ............ccoveviiiiiiiiiniinnn, 8

Factor de crecimiento epidermal ............ccooiiiiiiiiiiii 9
ANTIOXTAANTES ...ttt e e e e e e e e e e 11
GIULALION ..o e e e e e e e e 12

(OF 1 7210 01 [ - PP 13
ACIdOS grasos INSAtUIAAOS .....cvue e it e e e eaeas 14
ACIO lINOIBICO ....vvee e e e e e 15

0T | W =T - 16
OBJETIVO GENERAL ... i i i i e e 0018
OBJETIVOSESPECIFICOS ... a0 18
AP tUIO 2 o e 20
MATERIALESY METODOS ...ttt e e e e e e 20
Produccidn in vitro de embriones ..........oveviiiieiie i e e 20
Obtencién y acondicionamiento de los ovarios .............................20
Recolecciony seleccion de [0S COC™S ..vvvvviiiiiii e, 20
MaduraCion iNVItrO .......oevveii i 21
FertilizaCion iNVItro ..o e e 21
Mango del SEMEN ... 21
Mango del0S OVOCITOS ......v e e e e e e e een e a0 22
Cultivo embrionario iNVItro .......c.ovv i e 22
Criopreservacion de los embriones obtenidos .................cvveven. ... 23
(©0010T0 1 I 1001 1=] 1 (o J PP 23
Descongelamiento ..........o.vveiiiiii i e e 23

EXperimento 1 ....coovieii i e 24

Vil



Capitulo 3

EXPErMENTO 2 ... e

EXPErimento 3 ... e

Experimento 4

EXPErMENTO 5 L.

EXPEITMENTO 6 ... e e e e e

EXPEITMENTO 7 o e e

Andlisis Estadi

RESULTADOS ......
EXPErimentO L . ...

Capitulo 4

[ (oo I

EXPEriMENtO 2 ..o e

EXPErMENtO 3 ... e e

EXPErMENTO 4 ... e

EXPErimMENtO 5 ..

EXPEMENTO 6 ...v e e e e e e e e

EXPEITMENTO 7 . e e e e e

DISCUSION .........

Capitulo5

CONCLUSIONES ..

Capitulo 6

BIBLIOGRAFIA CITADA e



LISTA DE TABLAS

Tabla 3.1. Porcentgie de Produccion Embrionaria con adicion de EGF a medio de

Tabla 3.2. Extrusion de Primer Cuerpo Polar de ovocitos madurados con EGF........ 30
Tabla 3.3. Supervivencia de embriones congelados y tratados en M1V con EGF......30

Tabla 3.4. Porcentgje de Produccion de Embriones con adicion de Cisteaminaa medio

Tabla 3.5. Extrusién Primer Cuerpo Polar de ovocitos madurados con Cisteamina...31
Tabla 3.6. Supervivencia de embriones congelados-tratados en M1V con Cisteamina.32

Tabla 3.7. Porcentgje de Produccion de Embriones tratados con 100 uM de Cisteamina
y 100 ng/ml deEGFenel medio MIV ... e 32

Tabla 3.8. Extrusion de Primer Cuerpo Polar de ovocitos madurados con 100 uM de
Cisteaminay 100 ng/ml deEGF... ... ..o oo e e 33

Tabla 3.9. Supervivencia de embriones congelados y tratados en M1V con EGF y

OF ) (2T 10 010 F- R 33

Tabla 3.10. Porcentgje de Produccién de Embriones obtenidos con la adicion de
Cisteaminaenel medioCIVenDia3oDia5..........c.ccoeevveiiiiiiiieieeennn.35

Tabla 3.11. NUmero de células de embriones tratados con Cisteaminaen € medio CIV
BN DI B O D A D e e e 35

Tabla 3.12. Porcentaje de Produccion de Embriones con adicion de Acido Linoleico en
B MEAIO IV L e e e 38

Tabla3.13. NUmero de células de embriones tratados con Acido Linoleico............... 38

Tabla 3.14. Porcentaje de Produccion de Embriones con adicion de Fosfatidilcolina de
sojaen el medio CIV enDia3oDiab.......cccccveviii i 40

Tabla 3.15. NUmero de células de embriones tratados con Fosfatidilcolinade soja...41



Tabla 3.16. Porcentaje de Produccién de Embriones con adicion de Cisteamina, Acido
Linoleico y Fosfatidilcolinade soja en el medio CIVenDia5..........ccooeoevnne.n. 43

Tabla 3.17. Numero de células de embriones tratados con Cisteamina, Acido Lindleico

y Fosfatidilcolinade Sojaene mediodeCIV..........cooiiiiiiiiii e, 43

Xl



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1. Diagrama de Box de re — expansion alas 24 hs. de embriones tratados con
cisteaminaene medio CIV enDia3oDiab5.........ccccovveiiiiiiciiiiien e 36

Figura 3.2. Diagrama de Box de eclosion a las 72 hs. de embriones tratados con

cisteaminaenel medioCIVenDia3o0Diab.....cccevveiiiiiiiii i ... 36

Figura 3.3. Diagrama de Box de re — expansion a las 24 hs. de embriones tratados con
Acidolinoleicoene medio CIV enDia30Dia5...........ccoovvveeeievieieeiieninnn.39

Figura 3.4. Diagrama de Box de eclosién alas 72 hs. de embriones tratados con Acido
Linoleicoene medio CIV enDia30Diab.......ccccoviii i i e, 39

Figura 3.5. Diagrama de Box de re — expansion alas 24 hs. de embriones tratados con
Fosfatidilcolinade sojaenel medio CIV enDia3oDiab..........c.cooviiiiiiiiinnnn, 41

Figura 3.6. Diagrama de Box de eclosion a las 72 hs. de embriones tratados con
Fosfatidilcolinade sojaen €l medio CIV enDia3oDiab.............coccoviiiinne, 42

Figura 3.7. Diagrama de Box de re — expansion alas 24 hs. de embriones tratados con
Cist. + AL +LSend medioCIV enDia3oDiab.........cocovvviiiiiiiiiineenn 44

Figura 3.8. Diagrama de Box de eclosion alas 72 hs. de embriones tratados con Cist. +
AL +LSene medioCIVenDia3oDiab.........cccovvvviiiiiiiiiiiiiiie e eeeen 2 44

Xl



LISTA DE ABREVIATURASY SIMBOLOS

ACC e e e e e JACEL = COA - carboxilasa.

ADN Lo Acido desoxirribonucleico.
AGPAT 1 - acilglicerol, 3 - fosfato o — aciltransferasa.
AL o Acido linoleico.
AL A Acido a-lindlenico.
B S A Albumina Sérica Bovina
G A o Acido Lindleico Conjugado.
GO it e Dioxido de Carbono.

CRx@a ......eeveeeeeiciiiiieceeeen e ... Medio Charles Rosenkranz 2 con aminoécidos.

15 P Dalton
BV Fertilizacion In Vitro
FSH—rh ..o, Hormona Foliculo Estimulante — Recombinante Humana.
e, Carbono 13.

O e e e e e . 2. GTEDOS CENtiQrados.

IV o Cultivo In Vitro.
E G o Etilenglicol.
EGF o Factor de Crecimiento Epidermal.

ER o i e e REt CUlO Endoplasmiti co.

ERO .o e e . ESPECT €S ReEACTT VES de OXigeno.

Xl



F S et Acido graso sintetasa.
FSH—rh ... Hormona folicul o estimulante — humano recombinante.
G6PDH ceveen.. .glucosa— 6 — fosfato hidrogenasa.
GSH ceeenr......Glutation Reducido.
s Hora.
HoO o oo e e Perdxido de Hidrogeno.

LM L Masa Intracelular.
IETS o, Sociedad Internaciona de Transferencia de Embriones.
LS o e e L ecitina de Soja.
MIV. Maduracion In Vitro.
1 ] Multiovulacion y transferencia de embriones.
] P nanolitros por hora.
N ST PP Nanogramos.
TP Molar

Mg cereeeeeenee.Miligramos.
VI e e e e e minutos.
Ml e e mililitros.
T Microgramos.

1011 P milimolar.
M-RNA e Acido Ribonucleico — mensajero.
IV Micromolar.
N2 . cvevv....Nitrogeno.

XV



OPU...........ceeevennenn. L Aspiracion Folicular transvagina guiada por ultrasonografia.
7 PPN © ) ([¢ = 1 o}
O 2 ittt e e e ANTON SUPErOXidO.
OH e Radical Hidroxilo.
PBS M e Buffer fosfato salino — modificado.
PIVE .o Produccion In Vitro de Embriones.
S L — Piruvato quinasa.
IV e e e e e e e ae e eee 2 PESO [ VOlUMEN,
1] 10 PP Revoluciones por minuto.
S e e . OEQUNOS.
SCF e e OUENO Fetal de Ternero.
S B e e Suero Fetal Bovino.
SO e Fluido sintético oviductal.
D e Espermatozoides.
TCM =199 o Medio de cultivo tisular.
TE o e e e e e T TOFOECTOErMO.

VIV e e Volumen a volumen.

XV



CAPITULO 1

INTRODUCCION

La produccion de embriones bovinos in vitro, actualmente constituye una
biotecnologia animal utilizada para mejorar genéticamente las diferentes razas bovinas,
permitiendo un aumento en el potencial productivo de las mismas y dando solucion alos
problemas de fertilidad de algunas donantes (Looney, 2009). Se ha constituido en una
importante herramienta que se puede integrar con la metodologia de multiples
ovulaciones y transferencia de embriones (MOET) debido a sus ventgjas y flexibilidad
(Galli et a., 2001; Havlicek et a., 2005; Looney, 2009; Mapletoft, 2013).

Latécnica se basaen laextraccion de los ovocitos de | os ovarios bovinos mediante
laaspiracion folicular transvaginal guiada mediante ecografia (OPU: Ovum pick — up) o
a partir de ovarios de frigorifico para fines comerciales o investigativos (Hasler, 1998;
Pontes et al., 2011). Los ovocitos recuperados son madurados en medios especificos que
son suplementados con hormonas en distintas concentraciones y suero, luego fertilizados
y finalmente puestos en cultivo durante siete dias, para finamente ser transferidos en
fresco o criopreservados (Hasler, 1995; Galli et al, 2001; Mucci et al., 2005; Chaubal et
al, 2006; Looney, 2009).

Una de las mayores desventgjas de la aplicacion comercial de la técnica de
Fertilizacion in vitro (FIV), se refiere a las bagjas tasas de prefiez obtenidas con los
embriones criopreservados comparados con |os obtenidos por MOET (Rizos et al., 2008;
Zullo et a., 2016), esto se denota en los datos de transferencia de embriones del afo 2014
(Perry, 2015).

En e afio 2014 a nivel mundia se redizaron 94,666 colectas in vivo y se
transfirieron 614, 582 embriones (En fresco: 201,960 y congelados. 262,622); mientras
gue en in vitro se realizaron 129,098 aspiraciones y se transfirieron 364,727 embriones
(En fresco: 296,666 y criopreservados: 68,061). En Sur América se transfirieron 211,177
embriones en fresco y 40,096 congelados. Los embriones in vitro criopreservados solo

1



corresponden al 19% del total transferido anivel mundial; siendo un porcentaje muy bajo,
comparado con € 57% de embriones congel ados, transferidos y obtenidos con latécnica
de lavado convencional (262.622/877.086) (Perry, 2015).

Esta diferencia se debe a que los embriones producidos por la técnica de
Fertilizacion in vitro (FIV) son sensibles a la criopreservacion comparados a los in vivo
(Hoschi et al., 1996; Rizos et al., 2003; Seidel, 2006; Assumpcao et al., 2008; Rizoset al,
2008).

ParaquelatécnicaFIV seaampliamente difundidaes necesario quelos embriones
puedan ser criopreservados y almacenados en nitrégeno liquido (Khurana et al., 2000;
Serapiao et a., 2005) y contar con protocolos eficientes para su transferencia directa
(Sanches et a., 2016).

El embrion obtenido por FIV es sensible a la congelacion, debido a las lesiones
gue presenta durante la etapa de congel ado; ya que tienen un mayor contenido de lipidos,
principalmente anivel citoplasmético (Holm et a., 1998; Holm et al., 2002; Seidel, 2006;
Pryor et al, 2008), siendo mas oscurosy con menor densidad. Presentan una disminucion
en el nimero de blastdmeras, una zona peliicida mas fragil y una velocidad de desarrollo
mayor (Abe, 2003). A nive funciona, presentan anormalidades en las uniones
intercelulares, por la expresion anormal de las proteinas que conforman |as uniones gap,
acentuandose en la células trofoblasticas (Boni et a., 1999; Fair et al., 2001); asi como
también presentan alteraciones génicas, cromosomicas y metabdlicas, a presentar una
mayor concentracion de triglicéridos (Iwasaki et al., 1990; Abeet a., 1999 a; Abe et al.,
1999 b; Khurana et a., 2000; Fair et a., 2001; Rizos et a., 2002; Viuff et al, 2002;
Corcoran et al, 2006., Lonergan et a., 2008; Zullo et al., 2016). También presentan una
mayor incidencia de apoptosis (Rizos et al., 2002; Pomar et al, 2005).

L os anteriores factores afectan |a supervivencia de los embriones in vitro, es por este
motivo que se debe meorar la calidad de los blastocitos producidos mediante el
mejoramiento en la formulacion de los medios de cultivo (Ludwing, 1999) y en €



desarrollo de protocolos adecuados de crioconservacion, 1o que permitiria una mayor

supervivencia durante €l proceso de congelacion /descongelacion (Seidel, 2006).

Unaforma de mejorar 1os medios de produccion es mediante la aplicacion de
aditivos, tales como:

a. Factores de crecimiento, los cuales tienen efectos positivos en la tasa de
maduraciony en el desarrollo de pre— implantacion, estimulando el metabolismo
y crecimiento de los embriones (Lonergan et a., 1996; Gordon, 2003; Mtango et
al., 2003; Hernandez-Fonseca, €t al., 2004; Guo et al, 2009).

b. Antioxidantes, reducen el dafio celular a actuar como protectores reduciendo €l
efecto toxico de la oxidacion (Rocha-Frigoni et al., 2014). Glutation (GSH),
albumina sérica bovina (BSA), piruvato, acido ascorbico, vitamina A, vitamina
E, catalasa, compuestos azufrados, incluyendo taurina e hipotaurina, son
frecuentemente usados como antioxidantes en los medios de cultivo (Hadler,
2010), ya que ayudan en €l control de los procesos oxidativos de la produccion
invitro (Reiset a., 2002) y por ende incrementan la criotolerancia.

c. Acidosgrasosinsaturados, |os cualesincrementan laresistenciade | os blastocitos
a la criopreservacion, mediante congelacion convencional (Imai et a., 1997,
Pereiraet d., 2014).

Aungue existen diversos métodos de criopreservacion, actual mente el mas empleado
es lavitrificacion por sus resultados més estables en cuanto atasas de prefiez (Looney,
2009), para algunos veterinarios esta metodologia no es tan sencilla de aplicar ya que
requieren del protocolo de calentamiento o de un técnico de campo que readlice dicho
proceso, empleando mayor tiempo del que se requeriria s solo se descongelara una
pajuela como es el caso de los embriones congelados in vivo; ademés que la mayoria de
medios de vitrificacion requiere la remocion del crioprotector en etapas y se pueden
presentar inconvenientes alahorade transferir, debido a que e embrién puede tener un
manejo no adecuado queinfluiriaen su viabilidad (Laroccaet al., 1998) y posteriormente
en el porcentge de prefiez. El método de congel acion de embriones bovinosin vitro con
EG, permitiria un método de transferencia sencilla sin producir dafio osmético y con

menor perdida en laviabilidad embrionaria por su manipulacion (Hasler, 2002).



CRIOPRESERVACION

La criopreservacion, es el proceso por e cual se congelan las células y tgjidos a
temperaturas muy bajas (por lo general entre -80°C y — 196 °C, estaUltimaes el punto de
ebullicion del nitrégeno liquido), con € fin de mantener la viabilidad y la funcionalidad
celular y la criobiologia estudia |os efectos de |as bajas temperaturas sobre |os sistemas
celulares, enfatizando en las reacciones bioguimicas que son determinadas por el “frio”,
debido a que presenta efectos y/o variaciones en las propiedades quimicas, térmicas y
eléctricas que pueden alterar las membranas celulares, organelos e interaccion célula —
cdula (Avila-Portillo et al., 2006; Woods et al., 2004).

La estructura y composicion de las membranas plasméticas determinan los
principales eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservacion,
su comportamiento durante la congelacion y descongelacion definird los indices de
supervivencia (Avila-Portillo et al., 2006). Los periodos criticos parala sobrevida celular
dependen de la fase inicial del congelamiento y del periodo de retorno a condiciones
fisiol 6gicas (Mazur, 1984; Avila-Portillo et al., 2006).

La membrana plasmatica de la célula eucariota, independientemente de su
composicion, tiene una estructura organizada segin el modelo de mosaico fluido, su
composiciodn béasica consiste en lipidos anfipaticos, proteinas y un pequefio porcentgje de
carbohidratos que varia seglin €l tipo y especie celular (Mc Evoy et a, 2000; Avila-
Portillo et al., 2006). Los lipidos (colesterol y acidos grasos) son los componentes de
mayor proporcion en la membrana plasmética, determinando la fluidez y resistencia de
esta, durante los procesos de congelacion (Zeron et a.; 2001, Zeron et al., 2002; Avila-
Portillo et al., 2006). EI empaguetamiento y la posicidn de estas moléculas en | as bicapas
determinan la rigidez de las membranas y por tanto €l transporte de moléculas. Este
transporte através de las membranas es el punto critico parala supervivencia celular post
- descongelacion (Zeron, 2002; Avilla-Portillo et al, 2006).

En los procesos de congelacion, las membranas celulares son las estructuras que
sufren mayor dafio por la pérdida de fluidez de sus componentes lipidicos, la transicién
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de lipidos fluidos a solidos se da a una temperatura de 10°C - 16°C, cambiando las
funciones de lamembranay dandole un alto grado de fragilidad (Boiso, 2001). Durante
la deshidratacion celular que se da durante la congelacion se pueden presentar pérdidas
de lipidos, que afectarian la integridad de la membrana plasmética por |a pérdida de la
capacidad de expansion durante la rehidratacion a volver a condiciones isoténicas
(Avilla-Portillo et al., 2006). Durante la congelacion por lo general se presenta lesion
celular por la formacion de hielo intracelular y por e estrés osmotico a que se ven
sometidas las membranas celulares (Seidel, 2006). Esto se relaciona con €l efecto de la
deshidratacién producida durante la concentracion de solutos y la muerte celular, con la
vuelta alas condiciones isotonicas después de la congel acién (choque osmatico), debido
alareduccion del volumen por € aumento de laosmolaridad extracelular. A medidaque
la célula pierde agua, la compresion del contenido citoplasmatico aumenta la resistencia
de la célula a seguir perdiendo volumen, y a excederse la resistencia fisica de la
membrana se producen cambios irreversibles en la permeabilidad. En este caso los
crioprotectores por sus propiedades coligativas disminuyen la cantidad de hielo formado
aciertatemperatura (Meryman, 1971; Boiso, 2001; Avila-Portillo et al., 2006).

El alto contenido de lipidos neutros, principalmente triglicéridos almacenados en
las gotas citoplasméticas presentes en las blastdmeras de los embrionesin vitro, asociado
con una disminucién en la concentracion de é&cidos grasos poli-insaturados en la
membranafosfolipidica, son |os factores causales de labgja crioresistencia (Bailey et al.,
2015; Pereira Batista et a., 2014). Esta excesiva acumulacion de lipidos neutros
enddgenos afecta @ equilibrio de deshidratacion y re-hidratacion durante el congelado —
descongelado del embrion (Rizos et al, 2003; Abe et al, 2004; Seidel, 2006).

Tanto los ovocitos como |os embriones in vitro obtenidos de razas Bos indicus y
Sus cruzas presentan un mayor contenido y acumulacion de lipidos neutros en €
citoplasma con respecto a los de Bos taurus, haciéndol os mas sensibles a la congelacién
y disminuyendo su fertilidad (Ballard et al, 2007; Velasquez, 2011; Pereira Batista et al.,
2014). El aumento de la composicion de acidos grasos en €l compleo cimul os — ovocito
(COC’s) disminuyen la competencia de desarrollo del ovocito (Adamiak et a, 2006;
Veldsquez, 2011).



El proceso de criopreservacion da como resultado un aumento en e nimero de
células apoptéticas (Pomar et al., 2005). Estos factores perjudiciales son ocasionados
mayoritariamente por |os radicales libres que se forman durante el congelamiento, siendo
responsables de los dafios oxidativos (Alvarez, 1993; Seidel, 2006; Saragusty, 2011).
Motivo por e cua la criotolerancia se puede mejorar mediante e control de estos
procesos oxidativos en los sistemas de Produccion in vitro mediante la adicion de

aditivos.

RADICALESLIBRESY ESTRESOXIDATIVO

Los radicales libres son &omos o moléculas que contienen un electron
desapareado en €l orbital externo, presentdndose una ata inestabilidad quimica que les
confiere una reactividad oxidante para otras especies quimicas cercanas, con las cuales
reaccionan de formarapida. A nivel celular, las méas importantes son las derivadas del
oxigeno (ERO) y del nitrogeno (Gutiérrez, 2006).

Se forman como consecuencia de una reaccion metabdlica dentro de las células o
de manera esponténea si las condiciones del medio lo permiten. Dentro de la célula
existen muchos sitios de formacion de especies reactivas ya sea del Oxigeno (O2) o del
Nitrogeno (N2). La cadena respiratoria de las mitocondrias, es € principal sitio de
produccion de especies reactivas del oxigeno, seguido por los peroxisomas y € citosol.
Los radicales libres derivados del nitrégeno, se producen en su mayoria en € citosol de
lacélula (Gutiérrez, 2006.).

Dentro del metabolismo oxidativo de las células, existen reacciones en las que
participan las ERO, los cuales estan involucrados en la sintesis de hormonas, proteinas,
carbohidratos e incluso en la reaccion de fusion del ovulo con € espermatozoide
(Gutiérrez, 2006).

Las ERO en excesivas cantidades inducen a un estrés oxidativo, que exceden las

defensas antioxidantes, con efectos toxicos debido a la oxidacion de lipidos, proteinasy



&cidos nucle cos, pudiendo producir dafio oxidativo del ADN (Agnez—Limaetd., 2012);
ademas de dterar la funcion o estructura celular (Gutiérrez, 2006). Esasi como €l estrés
oxidativo, eslaperturbacion del equilibrio entre pro — oxidantes y antioxidantes, en favor
de los primeros, dando lugar a cambios en las biomoléculas y afectando su funcién
(Kosower, 1983; Agarwal et al., 2005).

El dafio celular producido por las especies ERO ocurre principamente sobre

macromol écul as, tales como:

1. Lipidos: Al presentarse la peroxidacion lipidica, se afecta a las estructuras ricas
en acidos grasos poliinsaturados, alterando la permeabilidad de la membrana
celular, produciéndose edema y muerte celular (Cardenas-Rodriguez, 2006). En
lamagnitud de la peroxidacion lipidica, influyen |os &cidos grasos poliinsaturados
presentes en la membrana celular y su accesibilidad, la tension de oxigeno, €
contenido celular de antioxidantes, entre otros (Guérin et a., 2001).

2. Proteinas. Presentdndose oxidacion de un grupo de aminoécidos, tales como:
fenilalaning, tirosing, histidina y metionina. Se forman entrecruzamientos de
cadenas peptidicas y formacion de grupos carbonilo (Venerao Gutiérrez, 2002).

3. Acido desoxirribonucleico (ADN): Manifestandose en mutaciones, pérdida de
expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen especifico, modificaciones
oxidativas de las bases, del eciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-
proteinas, reordenamientos cromosomicos y desmetilacién de citosinas del ADN
que activan genes (Gueérin et al., 2001; Venerao Gutiérrez, 2002; Agnez-Lima et
a., 2012).

En la produccién de embrionesin vitro se observa bloqueo de desarrollo temprano, €
cual ocurre durante el cuarto ciclo celular, en el paso de 8 a 16 células, correspondiente a
laetapadel clivagje celular. Este bloqueo coincide con la activacion completadel genoma
embrionario (Meirelles et al., 2004; Memili, 2000; De Sousa et a., 1998; Tarazona et d.,
2010).



Los efectos negativos de las ERO estdn muy documentados en aspectos
reproductivos, pero no hay mucha bibliografia sobre la contribucién de los medios de
cultivo en € estrés oxidativo de las gametas durante | as técnicas de reproduccion asistida
(Martin— Romero et a., 2008). Medios de cultivo suministrados comercialmente generan
ERO a varias velocidades, dependiendo de la composicion, mientras que € liguido
folicular las genera a un nivel mucho més bajo (Martin-Romero et a., 2008). Los tipos
de ERO que se encuentran en los cultivos celulares son: anién superoxido (O2), Radical
Hidroxilo (OH") y perdxido de Hidrogeno (H20.) (Guérin et al, 2001). La cantidad
generada de cada tipo de ERO varia dependiendo del estado de desarrollo del embridn,
ya gque e metabolismo del O es muy importante (Thompson et a., 1996), siendo €
promedio de latasa de consumo de O por embrién de 2 nL/h (Guerin et al., 2001). Este

consumo se ve afectado por factores ambientales y desordenes metabdlicos embrionarios.

Hay una asociacion entre la produccion de ERO por e medio de cultivo y € consumo
de contenidos tidlicos dentro de los ovocitos, 10 que sugiere que la GSH intracelular se
agota parcialmente durante la manipulacion in vitro (Martin-Romero et a., 2008). El
medio de cultivo puede dafiar los ovocitos y en consecuencia € desarrollo del embrion
en funcidn de su composicion (Martin-Romero et al., 2008), esto se debe aque €l aumento
del estrés oxidativo afecta la viabilidad de las células. Siendo las modificaciones
oxidativas las responsables de la incompetencia de los ovocitos durante la maduracién
(Luciano et a., 2004).

FACTORESDE CRECIMIENTO O FACTORESTROFICOS

Los factores de crecimiento son sustancias compuestas por un amplio grupo de
mol écul as polipeptidicas con peso molecular entre 1.000 y 40.000 Da. A nivel fisiolégico
actiian como reguladores intraovéricos in vivo, estan rel acionados con la estimul acion del
crecimiento embrionario y fetal, durante el desarrollo y regulacion de los procesos de
proliferacion y diferenciacion celular y de tegjidos; ademas de la estimulacion de los

procesos de reparacion tisular (Heldin, 1989; Corngjo 2011).



A nivd folicular, la accién de las gonadotropinas es conducida por factores de
crecimiento producidos localmente que actian de forma autocrina y paracrina (Harper,
1993; Hernandez-Fonseca et al., 2004). Son expresados por los ovocitos y estan
involucrados en el control de lafuncién celular de las células del cumulo (Harper, 1993;
Kobayashi et a., 1994).

La calidad intrinseca de los ovocitos determina la calidad del embrion; pero las
condiciones de cultivo durante la maduracion in vitro de ovocitos bovinos, puede influir
significativamente sobre el desarrollo ovocitario, la tasa de fecundacion in vitro y
posterior desarrollo embrionario, es por estarazén que general mente se adicionan factores
troficos (Herndndez-Fonseca et al., 2004; Sirisathien et a., 2003; Lonergan, 2008.).

Los factores de crecimiento muestran efectos benéficos en el desarrollo de pre-
implementacion, estimulando e metabolismo y crecimiento de los embriones,
aumentando la proliferacion de las células que forman la masa intracelular (ICM) y del
trofoectodermo (TE), activando |os sistemas de transporte responsables de la captacion
de glucosa, mejorando laendocitosis e influyen en los procesos de replicacion, traduccion
y degradacion de proteinas (Goldman et a, 1993; Herrler et al, 1998).

Factor de Crecimiento Epider mal

El EGF es unamol écula protei ca que contiene 53 residuos de aminoécidos con un
peso molecular de 6045 Da, ademés posee 3 enlaces disulfuros en su configuracion
intramolecular, y es codificado por un gen localizado en € cromosoma 4 (Harris, 2003;
Corngjo, 2011). Sus principales acciones hioldgicas estén relacionadas con la
proliferacion, regulacion y diferenciacion celular; al acelerar la progresion de lameiosis
y formacion de blastocitos (Sakaguchi et al., 2000; Grazul — Bilska et a., 2003).

El EGF se ha encontrado en folicul os preantrales y antral es pequefios de hamster,
estimula la sintesis de ADN y la proliferacion de células de la granulosa en bovinos y

porcinos e inhibe su diferenciacion; acorta €l tiempo requerido para la ruptura de la
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vesicula germinal, promoviendo lareanudacién de lameiosis (Harper, 1993). Incrementa
la actividad de la enzima superdxido de dismutasa, enzima que actla sobre € anion
superdxido blogueando a radical oxigeno, disminuyendo de esta forma la oxidacion
celular (Corngjo, 2011).

Las células del cumulo y de la granulosa tienen receptores para EGF, por lo que
el EGF intrafolicular puede actuar como un factor proliferante sobre las células de la
granulosa (Hernandez-Fonseca et al., 2004). En diversos trabagjos se ha sugerido su
influencia positiva sobra la tasa de division post-fecundacion y e subsecuente desarrollo
embrionario (Harper, 1993; Lonergan et al., 1996; Hernandez-Fonseca et al., 2004;
Oyamada, 2004 b).

Medios de maduracion de ovocitos suplementados con EGF, estimulan la
expansion de los cumulos y promueven la maduracion nuclear in vitro de ovocitos
bovinos rodeados por células de los cimulos (Downs, 1989; Hernandez-Fonseca et al.,
2004). Ademasgjerce un efecto positivo en e numero de células de blastocito (Lee, 1995;
Gordon, 2003).

Lonergan et al. (1996), reporta que la adicion de EGF, independientemente de la
concentracion, a medios M — 199 estimulan la expansion de los cuimulos y aumenta
significativamente la proporcion de ovocitos que alcanzan metafase Il y en
concentraciones de 10 a 50 ng/ml, aumenta la proporcion de embriones que llegan a
blastocito. En Bovinos se ha utilizado en diferentes concentraciones y en general se ha
obtenido |os mejores resultados en concentracion de 10 ng/ml (Grazul-Bilskaet al ., 2003;
Sirisathien et a., 2003).

Aunque laadicion de factores de crecimiento y aminoacidos en medios de cultivo
guimicamente definidos mejora la produccién de embriones bovinos, el aumento de los
rendimientos de bl astocitos puede no corresponder con un mayor desarrollo y mejora de
la calidad de los mismos (Wrenzycki et a., 2001).
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ANTIOXIDANTES

En condiciones de cultivo in vitro, se presentan modificaciones oxidativas de los
componentes celulares por e aumento de ERO, que induce estrés en e cultivo (Deleuze,
2010).

Es norma que en la mitocondria celular, durante el proceso respiratorio se
produzcan especies ERO; el aumento de ellos debido por 1o general auna altatension de
oxigeno durante el proceso PIVE, conllevaal fracaso del desarrollo embrionario (Rocha-
Frigoni et al., 2012 a; Takahashi, 2012).

Sistemas antioxidantes como € glutation (GSH), atentian | os ef ectos negativos del
estrés oxidativo por € barrido de ERO (Cadtillo et a., 2001). La adicién de estos
compuestos alos medios de produccion in vitro de embriones bovinos (PIVE), reduce la
formacion de radicales libres, y los mas empleados son: Glutation, Albumina Sérica
Bovina (BSA), piruvato de sodio, &cido ascorbico, catalasa, etc. (Hadler, 2010).

La suplementacion con antioxidantes es una estrategia interesante paramejorar la
calidad del embrion, ya que reduce lamuerte celular por estrés oxidativo (Rocha-Frigoni,
et a., 2012 b) e incrementan |os niveles de GSH mediante el aumento de la captacion de
cisteina (Deleuze, 2010).

Los medios de cultivo segin su composicion pueden contribuir en €l estrés
oxidativo de los gametos, ya que generan ERO a diversas velocidades, segun la
formulacién, mientras que € liguido folicular 10s genera a una vel ocidad menor (Martin-
Romero et al., 2008). Laincubacion de COC’s en medios de cultivo muestra una mayor
peroxidacion lipidica comparado con los niveles encontrados en COC’s recién
recuperados (Martin — Romero et al., 2008), produciendo dafio en la membrana del

plasma. Esto puede ser disminuido al suplementar el medio con compuestos tiolicos.

11



Se presenta unaasoci acion entre la produccién de ERO debido a medio de cultivo
y el consumo de compuestostiélicos dentro delosovocitos, o queindicaque el contenido
intracelular de GSH se agota parcialmente durante la manipulacién in vitro (Martin —
Romero et al., 2008).

Algunos autores han reportado que la suplementacion con antioxidantes durante
la MIV y/o CIV reduce los niveles intracelulares de ERO y la tasa de apoptosis, sin
embargo la suplementacién no aumenta el desarrollo embrionario y la supervivencia

después de vitrificacion (Rocha-Frigoni, 2012 b; Rocha-Frigoni, 2014).

Glutation

Es un tripéptido de carécter no vitaminico formado por los aminoécidos. &cido
glutdmico, glicinay cisteina, presente como GSH reducido en latotalidad de células y se
presenta en concentraciones de mM (Kosower, 1983; Rios, 2003). Sus funciones se

establecen en dos categorias.

a. Protectoras contradl estrés oxidativo (Martinez et a., 2006).
b. Detransporte y metabdlicas (Martinez et a., 2006).

A nivel de proteccion participa en reacciones de transhidrogenacion, intercambiando
sus equivalentes reductores con otros tioles intracel ulares, por 1o cual se establece que su
principa accién es e mantenimiento de estos en estado reducido (Rios, 2003). Influye
como donador de la capacidad reductora necesaria para la formacién de

desoxirribonucledtidos (Sistema de ribonucledtido reductasa) (Kosower, 1983).

El sistema formado por €l glutation y las enzimas que intervienen en e ciclo redox
del glutation forman e principal sistema de defensa a nivel intracdlular frente a las
agresiones oxidativas, por lo cual actian en & mantenimiento de la integridad de la
membrana celular y en la regulacion de la proliferacion celular (Kosower, 1983;
Dickinson, 2002; Martinez et al., 2006).
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Cisteamina

La cisteamina es un compuesto tiol, promotora de la sintesis del Glutation; se ha
demostrado que su uso aumenta € contenido y sintesis de GSH intracelular mediante la
captacion de cisteinay megora e desarrollo del embridn de las especies bovina, porcina
y ovina, a ser suplementado en el medio de maduracion (Luciano et al, 2006; Deleuze,
2010). Ademés brinda proteccion a las células de los efectos nocivos causados por
lesiones oxidativas (Guo, et a., 2009; Silva et al, 2010).

El mecanismo por e cual la cisteamina promueve la sintesis de GSH intracelular
en los medios de cultivo se centra en su poder reductivo de la cistina a cisteina. La
biosintesis de GSH depende de la disponibilidad de cisteina (Oyamada, 2004 ).

Laadicion de 100 uM a medio M1V, contribuye con un aumento en €l porcentaje
de embriones que llegan a la etapa de blastocito, incrementando los niveles de GSH, sin
influencia en las tasas de maduracién y con efecto en la calidad de los mismos. Ademas
de que su adicion durante la produccion de embriones bovinos en las etapas de
maduracion y cultivo mejoralasupervivenciadel embrion después delacriopreservacion
al presentar una mayor tasa de eclosion comparados con embriones sin este aditivo (De
Matos et a., 1995; De Matos, €t a., 1996).

Se reporta que suplementado en concentraciones de 12,5 a 500 uM proporciona
mayor desarrollo embrionario y en € rango de 100 a 150 uM aporta en la calidad
(Takahashi et a., 1993; Caamaiio et a., 1996).
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ACIDOS GRASOSINSATURADOS

Los fosfolipidos son moléculas de caracteristicas anfipaticas que forman parte de
las membranas celulares, favoreciendo las funciones bioldgicas en € crecimiento,

maduracion y funcionamiento de las células (Tamargo-Santos et al., 2011).

La inclusiéon en la dieta de écidos grasos tipo n — 3, meora la supervivencia
embrionaria y la prefiez. Ademas presentan efectos sobre la fluidez de la membrana
celular y las propiedades biofisicas mgjorando € desarrollo folicular, ovocitario y
embrionario (Jahanian et a., 2013). Los acidos grasosy € colesterol son esencialesen la
sintesis de hormonas como: estrogenos, progesteronay prostaglandinas, influyendo en e
desarrollo ovarico a incrementar € nimero o didmetro de los foliculos (Piccinato et al.,
2010; Jahanian et al., 2013).

Los lipidos que contienen acidos grasos insaturados son susceptibles al estrés
oxidativo, produciéndose la peroxidacion lipidica, que ocasiona pérdida de fluidez y
funciones de las membranas, inactivacion de receptores y enzimas unidas a membranas,
aumento de la permeabilidad idnica y ocasionalmente ruptura de membrana y muerte
celular (Gutteridge, 1995).

El grado de insaturacién de los acidos grasos es € principal determinante de la
temperatura de fusiéon de triglicéridos, como de la fluidez de membranas bioldgicas
compuestas por fosfolipidos. Los acidos grasos insaturados de cadena larga poseen
funciones biolégicas importantes como la de conferir flexibilidad y permeabilidad

selectiva alas membranas celulares (Catala, 2011).

Reportan que la adicién de los écidos grasos a los medios de cultivo in vitro
bovinos favorece € aumento en e contenido de colesterol en las membranas de
espermatozoides y ovocitos. Algunos estudios se han basado en la evaluacion de écidos
grasos insaturados como aditivos pre-congelamiento, como lo es la adicién de acido
linoleico a los medios de produccion, observandose que mejora la resistencia de los
blastocitos en métodos de congelacion convencional (Imai et al, 1997).
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El Acido o - linolenico (ALA) se ha encontrado en plasma y fluido folicular,
estudios reportan gue su suplementacion al medio M1V de ovocitos bovinos incrementa
latasa de maduracion, la produccion, desarrollo y calidad de los blastocitos (Marei et. al,
2009; Mare et a., 2010).

Acido linoleico

Es un &cido graso poli-insaturado y esencia de la serie omega 6, cuya formula
molecular es C1sH320. . Esd écido graso insaturado méas abundante en €l fluido folicular
(Zeron et d., 2002) y se ha empleado como aditivo crioprotector en embriones bovinos
con efectos favorables (Imai et a., 1997).

Los CLA (Acido linoleico conjugado) son un grupo de isdmeros del &cido
lindleico, han demostrado actividad antilipogénica, especiamente € trans — 10, cis— 12
(Evanset al., 2002). Son potentesinhibidores de laglucdlisisy lalipogénesis de novo, a
través de la regulacion de los genes glucosa — 6 — fosfato deshidrogenasa (G6PDH), L —
Piruvato quinasa (PK - L), &cido graso sintetasa (FAS) y acetil — CoA carboxilasa (ACC)
(Dentin et al., 2005).

El &cido linoleico conjugado (CLA) se ha empleado en las dietas bovinasy en la
suplementacion de los medios de cultivo in vitro Bovino, para mejorar |a supervivencia
embrionaria ya que atera la composicion lipidica de la membrana celular, inhibiendo la
sintesis lipidica y regulando la expresion de genes que involucran la sintesis de &cidos
grasos Yy triglicéridos (Bailey et al., 2015). Algunos estudios con pre-neoplasicos,
neoplasicos y células glandulares mamarias han demostrado que puede inducir apoptosis,
tanto por laruta dd reticulo endoplasmico (ER) como por laruta mitocondrial debido a
un incremento en los niveles de ERO y productos aldehidicos formados por €
catabolismo de los &cidos grasos (Pereira Batista et al, 2014).

En estudios se reporta que e CLA adicionado a medio de CIV, junto con
antioxidantes como el GSH y el 3 - mercaptoetanol, previene la oxidacion de los &cidos

grasos, disminuye €l diametro de las gotas lipidicas y la deposicion citoplasmética de
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lipidos e incrementa la calidad de los blastocitos y |a supervivencia de los embriones
después de la criopreservacion (Pereiraet al., 2007; Pereiraet al, 2008).

L ecitina de Soja

Es un compuesto de fosfolipidos formado por fosfatidilcoling,
fosfatidietanolamina, fosfatidilserinay fosfatidilinositol; ademas, presentavitaminaE, la
cual e confiere propiedades antioxidantes al proteger alos acidos grasos poli-insaturados,
evitando su oxidacion y la produccion de radicales libres a nivel celular (Tamargo -
Santos et al., 2011).

Lalecitina de soja ha sido empleada con éxito en los medios de crioconservacion
espermética en especies bovinas (Aires et a., 2003), caprinas (Vida et a. 2013), equinas
(Papaet al., 2011), ovinas (Forouzanfar et a., 2010) y humana (Reed et al, 2009), como
sustituto de la yema de huevo en términos de bioseguridad, sin presentar efectos

citotoxicos (Bousseau et a., 1998).

No se ha establecido e mecanismo por € cua se protegen los espermatozoides
durante la congelacion — descongelacion, pero se plantean dos posibles mecanismos
(Vidal et d., 2013):

a. Losfosfolipidos de lalecitinade soja pueden sustituir algunos de los fosfolipidos
de la membrana del espermatozoide para mantener la estructura y funcién de la
membrana plasmética.

b. Los fosfolipidos de la lecitina de soja no entran en la membrana para dterar la
concentracion de fosfolipidos, sino que forman una pelicula protectora alrededor
de la célula para evitar la formaciéon de hielo intracelular y para proteger la
membrana del espermatozoide de dafios mecanicos durante la congelacion y
descongel acion.
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Guyader — Joly et a. (1999), demostraron que hay una meora en la tasa de
eclosion de los embriones trabajados en medios de congel acion suplementados con 0.1%

w/v de fosfatidilcolina de soja, con respecto alos no suplementados.
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HIPOTESIS

1. Lasupervivencia de los embriones congelados producidos in vitro, aumenta

con laadicion de EGF y cisteamina en e medio de maduracion.

2. Un medio de cultivo secuencia suplementado con Cisteamina, Acido
Linoleico y lecitina de soja, aumenta la supervivencia de los embriones

congelados producidos in vitro.

OBJETIVO GENERAL

Evauar la influencia de la suplementacion del medio de MIV y de CIV en la

supervivencia ala criopreservacion de embriones bovinosin vitro.

OBJETIVOSESPECIFICOS

Evauar € efecto de la adicion de EGF en e medio de maduracion de embriones

bovinosin vitro, criopreservados mediante congel acion lenta con EG (Experimento 1).

Evaluar € efecto de la adicion de Cisteamina en & medio de maduracion de
embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelacion lenta con EG

(Experimento 2).

Evaluar € efecto delaadicion de Cisteaminay de EGF en el medio de maduracion
de embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelacion lenta con EG

(Experimento 3).

Evaluar e efecto en la supervivencia de embriones producidos in vitro por la

adicion de cisteamina en € medio de cultivo en los dias 3 0 5 (Experimento 4).

Evaluar e efecto en la supervivencia de embriones producidos in vitro por la

adicion de écido linoleico en e medio de cultivo en los dias 3 0 5 (Experimento 5).
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Evauar e efecto en la supervivencia de embriones producidos in vitro por la
adicion de fosfatidilcolina de soja en el medio de cultivo en los dias 3 0 5 (Experimento

6).
Evaluar € efecto de la adicion de Acido linoleico, Cisteamina y lecitina en €l
medio de cultivo de embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelacion

lenta con EG (Experimento 7).
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CAPITULO 2

MATERIALESY METODOS

PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES

OBTENCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LOSOVARIOS

Los ovarios fueron obtenidos de vacas faenadas en e Frigorifico Bustos &
Beltran, ubicado en Juarez Celman - Provincia de Cordoba. Los ovarios fueron
transportados en un recipiente térmico conteniendo PBS modificado (PBSm, Pictor —
Gen, Biogen Argentina S.A.) aunatemperatura de 25 a 35 °C, hasta las instalaciones del
Laboratorio de PIVE de Biogen Argentina SA, ubicado en General Paz — camino Pargje
Pozo del Tigre— Provinciade Cérdoba. Luego fueron lavados con aguaa25°C y PBSm,
posteriormente colocados en bafio termostético cubiertos de PBSm para su posterior

procesamiento.

RECOLECCION Y SELECCION DE LOSCOMPLEJOSOVOCITOS
— CELULASDEL CUMULO (COC’s)

Los complegjos COC’s se obtuvieron de la puncion de foliculos de 2 a 13 mm de didmetro
empleando jeringas de 5 ml con agujas de calibre 19 G. El fluido folicular obtenido se
colocd en tubos Falcon de 50 ml (Falcon, USA). El fluido folicular se dgj6é reposando
hasta la visuaizacion del pellet formado por los COC’s que decantaron, estos se
extrajeron con pipeta pasteur y se colocaron en placade 90 mm (Delta Lab, Espafia), para
la busqueda de los mismos con ayuda de lupa estereoscépica. Los COC’s seleccionados
fueron los grados I, I1 y 111 (Hasler et al., 1995), y se lavaron en tres gotas de 100 ul de
medio TCM - 199 Hank’s (Invitrogen, USA) suplementado con 2, 5 mg/ml de piruvato
de sodio (Sigma, USA), 50 ug/ml de gentamicina (Sigma, USA) y 10% de SFB

(Invitrogen, USA), e cual fue atemperado previamente a 38.8 °C y luego en una gota de
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100 pl de medio MIV (TCM - 199 Earl”s (Invitrogen, USA) suplementado con 10 pl/ml
de FSH — rh (Gona-f, Merck, USA), 2,5 mg/ml de piruvato de sodio, 50 pug/ml de
gentamicinay 1 % de SFB), equilibrado a 38.8 °C con una atmosfera de 5.5% CO..

MADURACION IN VITRO

Los COC’s obtenidos fueron cultivados en placas de Petri de 35 mm (Corning, USA)
por la metodol ogia de microgota con un volumen de 90 ul de medio MIV y cubiertas con
aceite mineral (Sigma, USA), en grupos de maximo 20 COC’s por gota, equilibrado a
38,8 °C y con unaatmosfera de 5.5 % de CO2. El tiempo de maduracion fue de 24 h.

FERTILIZACION IN VITRO

MANEJO DEL SEMEN

Para la fertilizacion de los ovocitos se empled semen convencional de toros con
fertilidad comprobada.

Las pguelas de 0.5 ml, se descongelaron 10 segundos a aire y 30 segundos en
bafio mariaa 37 °C. Parasu seleccidn y capacitacion se empled € sistema de gradientes
de minipercoll de densidad creciente (45% - 90% v/v), cada columna con un volumen de
200 pl, previamente atemperada a 38.8 °C. El contenido de la pajuela se coloco en la
parte superior del gradientey se realizé una centrifugacion a 4000 rpm durante 8 min., €l
pellet resultante se resuspendié en 1 ml de IVF — SOF, previamente equilibrado a 38.8 °C
y atmosfera de CO» a 5.5 % y se procedio a una segunda centrifugacion a 1200 rpm

durante 5 min.

Posteriormente se realizd e conteo de espermatozoides (Spz) en camara de
Neubauer para determinar la concentracién espermatica, mediante una dilucién en agua
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de 1/20. Establecidala concentracién se procedio afertilizar los ovocitos con una dosis
de 1.5x 10 ® spz/ml.

MANEJO DE LOSOVOCITOS

Pasadas 24 h de maduracion, los COC’s fueron lavados en tres gotas de 100 ul de
IVF - SOF (NaCl: 315 mg, KCI: 26,8 mg, KH2PO4: 2 mg, NaHCOs: 105 mg, Penicilina:
3,25 mg, C3H3OsNa: 2,75 mg, BSA — FAF: 400 mg, CeH120e: 4,5 mg, CaCl2. H20: 12, 6
mg, CsHsOsNa (Sirupe a 60%): 23,5 ul y Agua ultrapura cps. 50 ml. Reactivos Sigma,
USA) con 50 pg/ml de heparina (Sigma, USA) y depositados en placas de cultivo de 35
mm (Corning, USA) en microgotas de un volumen de 50 ul de IVF — SOF y cubiertas
con aceite mineral. La co-incubacion de los espermatozoides con los COC's fue de 18 —
24ha38.8°Cy 5.5% de CO..

CULTIVO EMBRIONARIO IN VITRO

Pasadas las 18 — 24 h del proceso FIV, se procedié a denudar mecanicamente los
presuntos cigotos con micropipeta p100 y se lavaron en cuatro gotas de 100 pl de medio
SOF - Citrato (NaCl: 314,5 mg, KCl: 26,5 mg, KH2POa: 8,1 mg, MgSO4.7H20: 9,1 mg,
NaHCOzs: 105 mg, Gentamicina: 2,5 mg, CsH3zOsNa 4 mg, BSA — FAF: 150 mg, BME:
1,5 ml, MEM: 0,5 ml, CsH10N20s3: 2,5 mg, HEPES libre de &cido: 60 mg, CeHsNazO7: 5
mg, Myo—inositol: 25 mg, HEPES Sal de Sodio: 65 mg, CaCl,. H20: 13, 1 mg, CzHsOsNa
(Sirupe a 60%): 15 ul y Agua ultrapura cps. 50 ml. Reactivos Sigma, USA), sin
suplementacién con Suero Fetal Bovino (SFB), previamente equilibrado a 38.8 °C y con
amosferade 5.5 % CO2 y 7% Oo.

Las estructuras denudadas se colocaron en placas de cultivo de 35 mm, en gotas
de 90 ul de medio SOF - Citrato cubiertas con aceite mineral, de acuerdo a los
experimentos se realizaba feeding (cambio del 50% de medio) con € medio

correspondiente en los Dias 3 0 5.
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El andlisis de clivgje se realiz6 e Dia 3, visualizando por medio de lupa
estereoscopica la presencia de dos o mas cdlulas. El andlisis de produccion embrionaria

sereaizo € Dia7 del cultivo por observacion de la cantidad de blastocitos.

CRIOPRESERVACION DE LOSEMBRIONES OBTENIDOS

CONGELAMIENTO

Los blastocitos grado 1, Dia7 del CIV selavaron en tres gotas de 100 ul de SOF
— Citrato pararetirar € aceite proveniente de las placas de cultivo, luego se expusieron
durante 5 minutosen Etilenglicol 1.5M (Vigro Ethylene Glycol, Bioniche Animal Health,
Pullma, USA), se cargaron 10 embriones por pgjuelade 0.25 ml. Las pajuelas cargadas
y selladas se pusieron en una congeladora Freeze Control 5500 (Cryologic, Australia) a
— 6.5 °C, después de 2 min serealizé € seeding (induccién de la cristalizacion), y luego
de 10 minutos de estabilizacion se inicio la curva de congelamiento a una velocidad de
0.6 °C /min. Al culminar la curva de congelamiento, es decir alos — 35 °C, las pajuelas

se almacenaron en un termo con N2 liquido por un tiempo minimo de una semana.

DESCONGELAMIENTO

Para evaluar laresistencia de los embriones ala criopreservacion, se tomaron las
pajuelas almacenadas en N2 liquido y se descongelaron, sacudiéndolas 10 segundos al
aire y 20 segundos en bafio maria a 37 °C y se depositaron en una placa de Petri, para
luego ser lavados con SOF — Citrato y puestos en CIV en este mismo medio mediante la
técnica de microgota, paraevauar alas 24, 48y 72 h, lare-expansion y eclosion de los

embriones cultivados nuevamente.
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EXPERIMENTO 1

En este experimento se evalud e efecto de la adicion de EGF en € medio de
maduracion de embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelacion lenta
con EG. Para ello se pusieron a madurar aproximadamente 70 COCs viables por
tratamiento (seis replicas), necesarios para obtener 100 embriones congelables por grupo
(solo Grado 1), este parametro fue igual para todos los tratamientos de los distintos
experimentos. Los COCs fueron colectados y clasificados por |a metodol ogia descripta,
y sedividieron en tres grupos: Grupo 1. Serealiz6 la adicion de 100 ng/ml de Factor de
Crecimiento Epidermal en el medio M1V (E9644, Sigma, USA). Grupo 2. Adicion de
50 ng/ml de EGF en e medio de MIV. Los COCs del tercer grupo (Control) fueron
madurados en € mismo medio de MIV, pero sin la adicién de EGF. A las 24 h de la
MIV, se evalud la maduracion ovocitaria mediante la observacion de la expansion de las
células del cumulo y por la presencia del primer corpusculo polar (CPI) en e espacio
perivitelino; para ello fue redlizado e denudamiento de los COC’s en 1 mg/ml de
Hialuronidasa (Sigma, USA) en TCM - 199 Hank’s atemperado a 38.8 °C, mediante
pipeteo mecanico. Ademas se evalud € efecto de los tratamientos en e desarrollo
embrionario (% clivgje: estructuras con division celular en el Dia 3 y % de embriones en
el Dia7) y en la supervivencia de blastocitos (evaluacion de embriones re — expandidos
y eclosionados) criopreservados mediante congelacién lenta con EG.

EXPERIMENTO 2

Paraevaluar € efecto delaadicion de 50 uM y 100 uM de Cisteaminaen el medio
MIV, en el porcentaje de ovocitos en metafase 11, en e desarrollo embrionario y en la
supervivencia de blastocitos criopreservados mediante congelacion, se determiné la
maduracion ovocitaria, clivaje, produccion de blastocitos y supervivencia a la
congelacién, mediante la misma metodol ogia explicada en el experimento 1. Los COCs
fueron colectados y clasificados por la metodologia mencionada y se dividieron en 3
grupos: Grupo 1. Seredizo laadicion de 100 uM de Cisteamina (M 9768, Sigma, USA)
enel mediodeMIV. Grupo 2. Serealizé laadicion de50 uM de Cisteaminaen el medio
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de MIV. Los COCs del tercer grupo (Control) fueron madurados en el mismo medio de

MIV que los dos primeros grupos, pero sin la adicién de Cisteamina.

EXPERIMENTO 3

En este experimento se evalud € efecto delaadicion de 100 ng/ ml de EGF y 100
uM de Cisteaminaen el medio de maduracion, en el porcentgje de oocitos en metafase I,
en e desarrollo embrionario y en la supervivencia de blastocitos criopreservados
mediante congelacion lenta con EG, empleando la misma metodol ogia empleada en €l
experimento 1. Los COCs fueron colectados y clasificados paraluego ser trabajados por
latécnica FIV descripta, y se dividieron en 2 grupos. Grupo 1. Sereadiz6 la adiciéon de
100 ng/ml de EGF y de 100 uM de Cisteaminaen el medio de MIV. En e segundo grupo
(Contral), los COCs fueron madurados en el mismo medio de M1V empleado en el grupo

1, pero sin laadicion de Cisteamina.

EXPERIMENTO 4

En este experimento se evalud € efecto de la adicion de 100 uM y 50 uM de
Cisteaminaen el medio de cultivo los dias 3 0 5, en la produccion de embriones, nimero
de blastbmeras y en la supervivencia a la congelacion. Los COCs fueron colectados y
clasificados por la metodologia ya descripta, se dividieron en 5 grupos: Grupo 1. Se
realizo la adicion de 100 uM de Cisteamina en € medio de CIV, en e Dia 3. Grupo 2.
Serealizd laadicion de 50 uM de Cisteaminaen el medio de CIV, en el Dia3. Grupo 3.
Seredizo laadicion de 100 uM de Cisteamina en € medio de CIV, en € Dia5. Grupo
4. Sereaizo laadicion de 50 uM de Cisteamina en € medio de CIV, en e Dia5. Los
COCs del quinto grupo (Control) fueron cultivados en é mismo medio de CIV, sin la
adicion de Cisteamina. En todos los tratamientos de este experimento, los COCs fueron
madurados en medio de MIV con adicion de 100 ng/ml de EGF y de 100 uM de

Cisteamina.
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El nimero de blastébmeras por embrién de cada uno de los tratamientos y paralos
experimentos posteriores, se calculé mediante la siguiente metodologia: los blastocitos
Dia 8 de CIV se lavaron en 400 ul de PBSm, se fijaron con una solucion de
paraformaldehido (Merck, Alemania) al 4% durante 30 min., luego se tifieron con 400 pl
de la solucion del colorante vital Hoechst 33342 (Sigma, USA) (Bis — Binzimida: 5
ug/ml) durante 10 min. Los embriones fijados y tefiidos se colocaron en portaobjetos
paraser visualizados en microscopio invertido de fluorescencia con aumento de40X. Las
imagenes fueron tomadas con una camara Olympus BX 50 CAMEDIA, empleando €
software CAMEDIA C - 7070 - 64 bit. Con las fotos individuales se realizo el conteo
celular mediante la utilizacion del programa Image J (National Institutes of Health).

EXPERIMENTO 5

En este experimento se evalud € efecto de la adicion de 50 uM y 100 uM de
Acido Linoleico (L1012, Sigma, USA) en el medio deCIV losdias3 05, enlaproduccion
de embriones, nimero de blastomeras y en la supervivencia ala congelacion. Los COCs
fueron colectados y clasificados por la metodologia ya mencionada, se dividieron en 5
grupos. Grupo 1. Se realiz6 la adicion de 100 uM de Acido Linoleico en € medio de
ClIV, en € Dia 3. Grupo 2. Se reaizo la adicion de 50 pM de Acido Linoleico en €
medio de CIV, en el Dia3. Grupo 3. Serealiz6 laadicion de 100 uM de Acido Linoleico
en € medio de CIV, en & Dia5. Grupo 4. Se realiz6 la adicion de 50 uM de Acido
Linoleico en el medio de ClV, enel Dia5. Los COCsde quinto grupo (Control) fueron
cultivados en & mismo medio de CIV, sin laadicion de Acido Linoleico. En todos los
tratamientos de este experimento, los COCs fueron madurados en medio de MIV con
adicion de 100 ng/ml de EGF y de 100 uM de Cisteamina.

EXPERIMENTO 6

En este experimento se evalud €l efecto de laadicién de 50 uM y 100 uM de L —
o - Fosfatidilcolina de soja (P7443, Sigma, USA) en el medio de CIV losdias3 0 5, en
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la produccion de embriones, numero de blastbmeras y en la supervivencia a la
congelaciéon. Los COCs fueron colectados, clasificados y mangjados seguin latécnicade
FIV ya descripta, se dividieron en 5 grupos. Grupo 1. Se realizo la adicion de 100 uM
de Lecitina de Sojaen el medio de CIV, en & Dia 3. Grupo 2. Serediz6 laadiciéon de
50 uM de Lecitinade Sojaen e medio de CIV, en el Dia3. Grupo 3. Seredlizé laadicion
de 100 uM de Lecitina de Soja en € medio de CIV, en el Dia5. Grupo 4. Serediz6 la
adicion de 50 uM de Lecitina de Soja en € medio de CIV, en e Dia5. Los COCs del
quinto grupo (Control) fueron cultivados en e mismo medio de CIV, sin la adicién de
Lecitina de Soja. En todos los tratamientos de este experimento, los COCs fueron
madurados en medio de MIV con adicion de 100 ng/ml de EGF y de 100 uM de

Cisteamina.

EXPERIMENTO 7

En este experimento se evalud € efecto de laadicion de’50 uM de Acido linoleico,
100 uM de Cisteaminay 100 uM de fosfatidilcolinade sojaen el medio de CIV € dia5,
en la produccion de embriones, nimero de blastomeras y en la resistencia tras
congelaciéon. Los COCs fueron colectados y clasificados segun la metodol ogia descripta,
se dividieron en 2 grupos: Grupo 1. Se realizé la adicion de 50 pM de Acido linoleico,
100 uM de Cisteaminay 100 uM de fosfatidilcolina de sojaen el medio de CIV € dia5.
Los COCs del Grupo 2 (Control) fueron cultivados en e mismo medio de CIV, sin la
adicion de estos suplementos. En los tratamientos de este experimento, los COCs fueron
madurados en medio de MIV con adicion de 100 ng/ml de EGF y de 100 uM de

Cisteamina.

ANALISISESTADISTICO

Todos los estudios fueron redlizados con € andlisis estadistico Prueba de
Comparaciones de Duncan o Test de Rango Multiple de Duncan, €l cua determina la

existencia de diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos sobre las
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distintas variables objetivo, comparando la distribucién de cada uno de los tratamientos
entre si. Se empled € software Stata MP — 64. Los resultados se expresaron como

porcentajes (%) junto con su Error Estandar (EE).

28



CAPITULO 3

RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

Losresultados de este experimento se muestran en las Tablas 3.1, 3.2 y 3.3, donde
seevauo € efecto delaadicion de EGF en € medio de maduracion de embriones bovinos
in vitro, criopreservados mediante congelacion lenta con EG. No hubo diferencias
significativas de los tratamientos con respecto a grupo control, tanto en el porcentae de
clivaje como en € porcentgje de produccion de embriones (P >0,05). El tratamiento de
100 ng/ml de EGF presentd unatendenciaaaumentar €l porcentgje de estructuras clivadas
con respecto al tratamiento de 50 ng/ml (P= 0,06). La adicion de 50 ng/ml y de 100 ng/m
de EGF a medio M1V, aument el porcentaje de ovocitos en metafase Il (P songm = 0,014
y P 100 ngm = 0,001). La adicion de EGF a medio de MIV no afecto la supervivencia
embrionaria a la congelacién, con respecto a control (P > 0,2). Aunque aparentemente
laadicion de EGF a medio MIV en concentracion de 100 ng/ml, resultd en un porcentaje
numericamente mayor de embriones eclosionados, no se encontro diferencia significativa
con respecto a control (P = 0,55).

Tabla 3.1. Porcentgje de Produccion Embrionaria con adicion de EGF al medio de MI1V.

GRUPO OVOCITOS CLIVAJE EMBRIONES
CONTROL 424 748+99 30,7+ 3,5

EGF 100 371 81,6+ 122 30,9+ 15,9

EGF 50 315 68,5+ 11,3 33,8+ 10,9

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Tabla 3.2. Extrusién de Primer Cuerpo Polar de ovocitos madurados con EGF.

GRUPO OVOCITOS CPI
(n) (%)
CONTROL 293 753+ 4,32
EGF 100 311 86,3+49Pb
EGF 50 307 81,4+472°

b Porcentajes en la misma columna con diferente superindice, indica diferencia significativa (P < 0,05).

Tabla 3.3. Supervivenciade embriones congelados y tratados en MIV con EGF.

GRUPO EMBRIONES RE - EXP ECLOSION
(n) (%) (%)

CONTROL 122 439+ 16,9 16,8 + 14,1

EGF 100 120 55,8 + 20,4 275+ 282

EGF 50 112 46,1+ 15,8 16,5+ 13,2

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

EXPERIMENTO 2

L os resultados se este experimento se indican en las Tablas 3.4, 3.4 y 3.6, donde
se evaluo € efecto de la adicion de Cisteamina en el medio de maduracién de embriones
bovinosin vitro, criopreservados mediante congelacion lenta con EG. No se presentaron
diferencias significativas de los tratamientos con respecto al grupo control, tanto en €l
porcentaje de clivaje como en el porcentaje de produccién de embriones (P> 0,05). Con
la adicion de 100 uM de Cisteamina al medio M1V, se observé un mayor porcentaje de

ovocitos en metafase Il (P = 0,032); mientras que con 50 uM no hubo diferencia
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significativa (P = 0,321). El tratamiento con 100 uM de Cisteamina presenté una

tendencia a producir un mayor niUmero de embriones re — expandidos (P = 0,08), aunque

no influy6 en e porcentaje de embriones eclosionados (P > 0,05).

Tabla 3.4. Porcentgje de Produccion de Embriones con adicion de Cisteaminaa medio

MIV.
GRUPO OVOCITOS  CLIVAJE EMBRIONES
(n) (%) (%)
CONTROL 480 66,8 + 5,2 26,8+ 10,0
CISTEAMINA 100 424 68,8+4,1 320+9,5
CISTEAMINA 50 433 709+59 31,4+142

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

Tabla 3.5. Extrusiéon de Primer Cuerpo Polar de ovocitos madurados con Cisteamina.

GRUPO OVOCITOS CPI
(n) (%)
CONTROL 253 723+38"
CISTEAMINA 100 268 80,0+ 65"
CISTEAMINA 50 243 754+8,0¢

a Porcentajes en la misma columna con diferente superindice, indica diferencia significativa (P < 0,05).
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Tabla 3.6. Supervivenciade embriones congelados y tratados en MIV con Cisteamina.

GRUPO EMBRIONES RE - EXP ECLOSION
(n) (%) (%)
CONTROL 135 539+ 84 18,1+ 14,0
CISTEAMINA 100 140 63,3+9,5 23,7+94
CISTEAMINA 50 136 53,4+ 84 232+59

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

EXPERIMENTO 3

L os resultados de este experimento se muestran en las Tablas 3.7, 3.8 y 3.9, donde
se evaluo € efecto de la adicion de Cisteaminay de EGF en el medio de maduracion de
embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelacién lenta con EG. Hubo
diferenciasignificativatanto en e porcentaje de clivgje (P = 0,001) como en €l porcentaje
de produccion de embriones (P = 0,001) con respecto a grupo control. Se presentd
diferencia significativa en el nimero de ovocitos con extrusion del primer cuerpo polar
(P=0,02). No hubo diferencias significativas en el porcentaje de embriones eclosionados
(P=0,125).

Tabla 3.7. Porcentge de Produccién de Embriones tratados con 100 uM de Cisteamina
y 100 ng/ml de EGF en el medio MIV.

GRUPO OVOCITOS CLIVAJE EMBRIONES
(n) (%) (%)
CONTROL 408 520+ 6,62 238+242
EGF + CIST. 358 695+7,1° 32,1+4,0°

b Porcentajes en la misma columna con diferente superindice, indica diferencia significativa (P < 0.05).
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Tabla 3.8. Extrusion de Primer Cuerpo Polar de ovocitos madurados con 100 uM de
Cisteaminay 100 ng/ml de EGF.

GRUPO OVOCITOS CPI
(n) (%)

CONTROL 410 721+6,72

EGF + CIST. 410 81,3+6,7°

b Porcentajes en la misma columna con diferente superindice, indica diferencia significativa (P < 0.05).

Tabla 3.9. Supervivencia de embriones congelados y tratados en MIV con EGF y

Cisteamina.
GRUPO EMBRIONES RE - EXP ECLOSION
(n) (%) (%)
CONTROL 98 58,7 +14,8 27,7+65
EGF + CIST. 115 60,4+ 12,2 34,3+ 6,9

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

EXPERIMENTO 4

Los resultados del Experimento 4 se muestran en las Tablas 3.10y 3.11y en las
Figuras 3.1y 3.2, donde se evalud €l efecto en la supervivencia de embriones producidos
in vitro por la adicion de cisteamina en € medio de cultivo en Dia 3 o Dia 5. Los
resultados mostraron que la adicion de Cisteamina en € medio de CIV no influyé sobre
el porcentaje de clivaje, yaque no hubo diferencia significativa en los tratamientos y dias
estudiados con respecto al grupo control (P < 0,05). Mientras que la produccion
embrionaria fue afectada al adicionarse en Dia 3, observandose una tendencia a la
disminucion en la cantidad de blastocitos tanto en la concentracion de 100 uM (P = 0,06)
como en lade 50 uM (P = 0,1). Al suplementar con 100 uM (P = 0,001) en Dia 5 del

ClIV, se observd un efecto positivo en la produccion de blastocitos, a aumentar el
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porcentaje de produccion de embriones con respecto al grupo control. Al comparar los
tratamientos entre si, con respecto al porcentaje de produccion de embriones, se encontrd
diferencia significativa en los siguientes grupos. 100 uM Dia5 vs. 100 uM Dia3 (P =
0,001), 100 uM Dia5 vs. 50 M Dia3 (P = 0,001) y 50 uM Dia5 vs. 100 uM Dia5 (P =
0,001), mientras se mostr6 una tendencia numeéricaen 50 uM Dia5vs. 50 uM Dia3 (P =
0,09).

La supervivenciaal proceso de congelado descongelado se evalud alas24y 72 h
pos descongelado mediante la re-expansion y eclosion de los embriones cultivados
nuevamente. La adicion de Cisteamina en los dias y concentraciones propuestas no
mostré diferencia significativa en la re-expansion de los embriones descongel ados; pero
s favorecio laeclosion a ser adicionada en el Dia 5 con respecto a grupo control, tanto
en laconcentracion de 50 pM (P = 0,04) como enlade 100 uM (P=0,01). Laevaluacion
del nimero de blastémeras por embrién de cada uno de los tratamientos mostré que la
adicion de Cisteamina en e medio de CIV, no afectd e nimero de blastomeras con

respecto a grupo control, ya que no hubo diferencias significativas.
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Tabla 3.10. Porcentaje de Produccién de Embriones obtenidos con la adicion de
Cisteaminaen el medio CIV en Dia3 o Dia5.

GRUPO OOCITOS CLIVAJE EMBRIONES
(n) (%) (%)
CONTROL 365 58,9 + 16,9 325+ 15727
D3 CISTEAMINA 100 513 63,1+ 14,6 21,3+101%
CISTEAMINA 50 515 63,2+ 17,3 223+11,4%
D5 CISTEAMINA 100 189 71,0+ 92 588+ 84P
CISTEAMINA 50 345 61,2+ 8,6 338+1282

& Porcentajes en la misma columna con diferente superindice, indica diferencia significativa (P < 0,05). Porcentajes

con asterisco (*) indican tendencianumérica (P < 0,1).

Tabla 3.11. Numero de células de embriones tratados con Cisteaminaen € medio CIV
en Dia3 o Diab.

GRUPO EMB (n) No. TOTAL CEL.
CONTROL 15 1599+ 34,2
D3 CIST. 100 15 159,2 + 30,9
50 15 156,9 + 23,5
D5 CIST. 100 15 161,1+ 23,8
50 15 160,0+ 32,4

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Figura 3.1. Diagrama de Box de re — expansion alas 24 hs. de embriones tratados con
cisteaminaen el medio CIV en Dia3 o Dia5.
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Los porcentgjes no difieren significativamente (P > 0,05).

Figura 3.2. Diagrama de Box de eclosion a las 72 hs. de embriones tratados con
cisteamina  en e medio Clv en Dia 3 0 Dia 5.
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a Porcentgjes con diferente superindice diferencia significativa (P < 0,05).
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EXPERIMENTO 5

Los resultados de este experimento se indican en las Tablas 3.12y 3.13y en las
Figuras 3.3 y 3.4, donde se evaluo €l efecto en la supervivencia de embriones producidos
invitro por laadicion de &cido linoleico en e medio de cultivo en Dia3 o Dia5. El Acido
linoleico adicionado al medio CIV en & Dia 3, favorecio el desarrollo embrionario, ya
que la adicion de 100 uM mostré una tendencia a aumentar € porcentgje de estructuras
clivadas (P = 0,05) y en la concentracién de 50 uM se present6 un aumento significativo
en el porcentaje de clivaje (P = 0,04). En cuanto a porcentgje de embriones, € acido
linoleico fue favorable en concentracion de 100 uM (P =0,02) y de 50 uM (P = 0, 049),

yaque hubo diferencia significativaa aumentar el porcentaje de embriones.

La adicion de &cido linoleico influyé en la supervivencia embrionaria post
congelado descongelado, tanto en la re-expansion como en laeclosion. A las 24 hs, se
observo una tendencia favorable a la re-expansién de los embriones en Dia 3 tanto con
100 uM (P = 0,06) como en 50 uM (P = 0,08); mientras que en Dia 5, con 100 uM
presentd unatendenciaa aumento de embriones recuperados luego de descongel acién (P
=0,05), y con 50 uM hubo diferencia significativa con respecto a control (P=0,002). La
evaluacion alas 72 hs. beneficié laeclosion en los dias y concentraciones propuestas, ya
que hubo diferencia significativa (P < 0,03). Cuando se comparo el nimero de células de
los embriones del experimento, los resultados mostraron que la adicion de Acido
Linoleico como suplemento en el medio de CIV, no afecté el nimero de células (P >
0,05).
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Tabla 3.12. Porcentaje de Produccién de Embriones con adicion de Acido Linoleico en
el medio CIV.

GRUPO OOCITOS CLIVAJE EMBRIONES
(n) (%) (%)
CONTROL 355 459+ 33,7%" 25,6+ 19,62
D3 AL 100 250 72,7+ 195 480+ 244"
AL 50 250 79,3+ 175" 48,2+ 2350
D5 AL 100 264 64,9+ 14,62 38,0+9,62
AL 50 333 65,7 + 16,2 2 35,8+ 10,72

b Porcentajes en la misma columna con diferente superindice, indica diferencia significativa (P < 0,05). Porcentajes

con asterisco (*) indican tendencia numérica (P < 0,1).

Tabla 3.13. Numero de células de embriones tratados con Acido Linoleico.

GRUPO EMB (n) No. TOTAL CEL.
CONTROL 15 159,9 + 34,2
D3 AL 100 15 157,7+ 41,9
AL 50 15 158,9 + 29,8
D5 AL 100 15 159,3+ 32,3
AL 50 15 156,7 + 19,8

Los porcentgjes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Figura 3.3. Diagrama de Box de re — expansion alas 24 hs. de embriones tratados con
Acido linoleico en & medio CIV en Dia3 o Dia5.
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b Porcentajes con diferente superindice, indica diferencia significativa (P < 0,05). Porcentajes con asterisco (*)

indican tendencianumérica(P < 0,1).

Figura 3.4. Diagrama de Box de eclosion alas 72 hs. de embriones tratados con Acido
Linoleico en el medio CIV en Dia3 o Dia5.
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& Porcentajes con diferente superindice indica diferencia significativa (p < 0,05).
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EXPERIMENTO 6

Los resultados de este experimento se muestran en las Tablas 3.14y 3.15y enlas
Figuras 3.5y 3.6, donde se evalud €l efecto en la supervivencia de embriones producidos
in vitro por la adicién de 50 uM o 100 uM de Fosfatidilcolina de soja en € medio de
cultivo en Dia 3 o Dia 5. La adicion de Fosfatidilcolina de Soja no influyé sobre €
desarrollo embrionario, supervivencia embrionaria a la congelacion y el nimero de

células, ya que no hubo diferencia significativa entre |os tratamientos (P > 0,05).

Tabla 3.14. Produccién de Embriones con adicidn de Fosfatidilcolinade sojaen € medio
CIV enDia3 0 Diab.

GRUPO OOCITOS CLIVAJE EMBRIONES
(n) (%) (%)
CONTROL 429 53,5+ 159 240+ 12,3
D3 LS 100 308 65,4+ 9,7 29,0+ 17,2
LS50 365 56,1+ 11,7 26,2+ 14,5
D5 LS 100 496 54,0+ 14,7 245+9,2
LS 50 435 57,2+ 14,3 29,7+ 13,5

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Tabla 3.15. Numero de células de embriones tratados con Fosfatidilcolina de soja.

GRUPO EMB(n) No. TOTAL CEL.
CONTROL 15 159,9 + 34,2
D3 LS 100 15 160,7 + 32,6
LS50 15 162,9 + 28,2
D5 LS 100 15 164,3 + 30,3
LS50 15 163,3+ 33,3

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

Figura 3.5. Diagrama de Box de re — expansion a las 24 hs. de embriones tratados con
Fosfatidilcolina de sojaen el medio CIV en Dia3 o Dia5.
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Los porcentgjes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Figura 3.6. Diagrama de Box de eclosion a las 72 hs. de embriones tratados con
Fosfatidilcolina de sojaen €l medio CIV en Dia3 o Dia5.
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Los porcentgjes no difieren significativamente (P > 0,05).

EXPERIMENTO 7

Los resultados de este experimento se pueden observar en las Tablas 3.16 y 3.17
y enlasFiguras 3.7 y 3.8, en donde se evaluo lainteraccion de la suplementacién con 100
uM de Cisteamina, 50 uM de Acido Linoleico y 100 uM de Fosfatidilcolina de sojaen e
medio CIV en Dia5. Laadicion de estos aditivos no afecto el desarrollo embrionario, la
supervivenciaembrionariaala congelacion y el nimero de células, ya que no se presentd
diferencia significativa con respecto a control (P > 0,05).
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Tabla 3.16. Produccién de Embriones con adicion de Cisteamina, Acido Linoleico y
Fosfatidilcolina de sojaen € medio CIV en Dia5.

GRUPO OOCITOS CLIVAJE EMBRIONES
(n) (%) (%)
CONTROL 429 61,6 + 14,6 276+44
CIST.+AL +LS 308 59,2 + 16,2 30,0+ 7,3

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

Tabla 3.17. Numero de células de embriones tratados con Cisteamina, Acido Lindleico

y Fosfatidilcolina de Sojaen el medio de CIV.

GRUPO EMBRIONES No.

(n) CELULAS

CONTROL 15 121,2 + 281
CIST.+AL +LS 15 126,3 + 27,4

Los porcentgjes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Figura 3.7. Diagrama de Box de re — expansion alas 24 hs. de embriones tratados con
Cist. + AL + LSen € medio CIV en Dia5.
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Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

Figura 3.8. Diagrama de Box de eclosion alas 72 hs. de embriones tratados con Cist. +
AL + LSen e medio ClV en Dia5.
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Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados de esta tesis no confirman las hipotesis planteadas. En €
experimento 1, se observo que la adicion de EGF a medio de MIV en concentracion de
100y 50 ng/ml favorecio laextrusion de CPI con respecto a control, 1o cua es reportado
en diversos estudios que han demostrado €l efecto benéfico delaadicion de EGF a medio
de maduracion, a favorecer la expansion de las células del camulo y favorecer la
maduracion ovocitaria (Rieger et al., 1998; Hernandez-Fonseca et al., 2004). Esto se
podria sustentar en que el EGF trabaja directamente sobre las células del cimulo, ya que
se han localizado receptores de este factor de crecimiento en estas mismasy en lascélulas
de la granulosa de varias especies, incluida la bovina (Yoshida et a., 1998; Qu et al,
2000). De esta manera, e EGF estimularia la sintesis de écido hialurénico, que podria
interactuar con componentes especificos de la matriz celular (Tirone et al, 1997),
mejorando significativamente la maduracion citoplasmatica y nuclear de los ovocitos
(Lonergan et al., 1996; Guler et al., 2000; Grazul — Bilskad al., 2003; Oyamada, 2004 b;
Purohi et al., 2005) y participando en la regulacion de la expresion genética, en la
proliferacion y diferenciacion celular.

Segun Lonergan et al. (1996) la adicién de EGF, independientemente de la
concentracion, a medios de cultivo M — 199, aument0 significativamente la proporcion
de ovocitos que alcanzan metafase I1. Este aumento se sustenta posiblemente en el efecto
gue gjerce sobre la sintesis de proteinas, aterando las proteinas neosintetizadas durante
la maduracion y por lo tanto en la megjora del desarrollo embrionario (Lonergan et al.,
1996; Sakaguchi et a., 2000; Sakaguchi et al., 2002; Sirisathien et al., 2003). Esto sugiere
unrol fisiolégico parael EGF y lasmoléculas afinesal EGF en laregulacionintrafolicular

de la maduraci6n, aumentando la competencia ovocitaria.
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En este trabajo no hubo diferencia significativa en el desarrollo embrionario con
laadicion de EGF, estos resultados coinciden con los reportados por Nomm et al. (2015),
quien adiciond 10 ng/ml de EGF a medio de M1V suplementado con Suero Fetal Bovino
(SFB) y lo compar6 con uno sin adicion de SFB, reportando que no hubo diferenciaen la
produccion de blastocitos. Sin embargo, Kobayashi et al. (1994), report6 que la adicion
de EGF a medio de MIV aument6 € desarrollo de blastocitos. Aflalo et a. (2005 y
2007), resaltaron en sus trabgjos la importancia del EGF como modulador del sistema
PA/plasmina (Activadores del plasmindgeno / plasmina) durante € desarrollo

embrionario previo alaimplantacion.

En este experimento laadicion de EGF no influyd en lasupervivenciaembrionaria
post-descongelacion, aunque con la concentracién de 100 ng/ml se presentd un leve
aumento tanto en el porcentaje de re-expansion como en el de eclosion con respecto al
control, este experimento se realizé con adicion de SFB en el medio MIV. Esteresultado
podriaestar influenciado por la presenciade SFB en €l medio de M1V, ya que Saeki et al.
(1991) plantearon que no se requiere de la presencia de suero parala M1V bovina. Este
resultado fue comprobado por Park and Lin (1993), quienes observaron que la tasa de
division de ovocitos bovinos madurados fue mas efectiva con suplementacion de EGF y
BSA que con SFC. La suplementacion con suero siempre ha estado relacionada con la
acumulacién anorma de lipidos a nivel citoplasmético en los embriones bovinos
producidos por FIV, lo cua es asociado a su sensibilidad a los procesos de
criopreservacion (Mucci et a., 2006). Nomm et al. (2015) establecieron que es posible
tener un sistema PIV libre de suero y suplementado con EGF, con resultados de
supervivencia ala congelacion lenta mayores que e de los embriones obtenidos a partir
de medios de MIV convencional, pero propusd que hay que realizar més estudios al
respecto. Abeydeera et a. (2000), por su parte reportaron que la adicion de EGF en un
medio de MIV libre de proteina estimulé significativamente la sintesis de GSH en

OVOCitos porcinos.

Laadicion de Cisteaminaen €l medio de M1V (Experimento 2) no afecto e desarrollo

embrionario, a pesar de que aparentemente aumentd e porcentgje de embriones con
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respecto a control, Silva et al. (2010), reportaron que los porcentgjes de clivaje y
produccion embrionariafueron similares al suplementar el medio de maduracién con 150
uM de Cisteaminacon respecto a control (Clivaje: 86% vs. 89%, % Blast.: 29% vs. 31%),
lo cual coincididé con este trabgjo. Esto podria ser a causa de que los ovocitos
permanecieron durante la MIV en condiciones de bajo metabolismo de Glutation (GSH)
intracelular (Rieger et al, 1992; De Matos et a, 1995), ya que 24 h no seria tiempo
suficiente para comprometer € desarrollo posterior. También existe la posibilidad que €
medio con suplemento proteico pueda inhibir la acciéon de los antioxidantes (Li et al.,
1993). Pavao, (2009), afirmé que la accion de la Cisteaminaen € medio de M1V, varia
de acuerdo a las condiciones de incubacion, especificamente a suplementar este medio
con SFB 0 BSA, influyendo de este modo en €l proceso PIVE y en la viabilidad de los

embriones ovinos.

Ikeda et a. (2000), sugirieron que la reduccién en e desenvolvimiento
embrionario en los sistemas PIVE podria estar asociados con un exceso de metabolitos
como el amonio o con el aumento de la concentracion de radicales libres en el medio de
produccion, estas condiciones forman Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) en bovinos,
produciendo lesiones en e ADN (Takahashi, 2000). A su vez los ERO aumentan la
demanda de enzimas antioxidantes para poder mantener € control homeostético y €l
potencia de desarrollo embrionario (Silvaet al, 2010).

Merton et a. (2013), reportaron que la presencia de Cisteamina durante la MIV
increment0 significativamente la tasa de produccion embrionaria a partir de ovocitos
obtenidos de ovarios de frigorifico. El aumento numeérico en la produccion embrionaria
pudo deberse a un aumento en la concentracién de GSH intracelular después de la
induccion de su sintesis con componentes tiol (De Matos et a., 2000). Oyamada (2004
a), informd que la adicion de compuestos tiol como Cisteing, B - mercaptoetanol y
cisteamina a medio de maduracion promueve la sintesis de GSH en € ovocito. La GSH
es sintetizada y degradada por la o - glutamilciclasa y su biosintesis depende de la

disponibilidad de cisteinaen e medio. Sin embargo la Cisteina es inestable en € medio
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y se oxida fécilmente a Cistina. La Cisteamina en medio de cultivo puede reducir la
Cistina a Cisteina, promoviendo la absorcidn de Cisteinay mejorando la sintesis de GSH
y permitiendo plantear que su adicion incrementa la eficiencia del medio de maduracion
(Nagai, 2001). Varios informes demostraron mejoras después de la adicion de
antioxidantesen el medio deMIV (DeMatoset al., 2000; De Matoset a., 2002), mientras
otros dicen que no influy6 en la tasas de division y desarrollo embrionario (Ali et a.,
2003), aunque si reportaron aumento de GSH intracelular. Rocha — Frigoni et a. (2012
b), reportaron que la suplementaci én con antioxidantes en el medio de maduracién redujo
los niveles intracelulares de ERO y la tasa de apoptosis, pero no aumenté
significativamente el desarrollo embrionario, entonces los resultados de la adicién de

antioxidantes al medio M1V son contradictorios.

En nuestro experimento se evidencia que al adicionar Cisteaminaa 100 uM hay
diferencia significativa en e % CPl con respecto a control, sugiriendo que esta

concentracion podria beneficiar € proceso de maduracion nuclear.

Laadicion de Cisteaminaen el medio M1V no afect6 la supervivenciaembrionaria
post-descongel acion, aunque en concentracion de 100 uM se presentd una tendencia a
mejorar la re-expansion de los embriones descongel ados con respecto al control, lo cua
es coincidente con lo reportado por Rocha-Frigoni et a., (2012 b). Estos autores
sugirieron que la adicion de antioxidantes al medio M1V no aumento la supervivenvia
post-vitrificacion, a igua que Merton et a. (2013), que informaron gue la presencia de

Cisteamina durante laM 1V no afecté la criotolerancia.

En € tercer experimento se evalud la adiciéon de 100 ng/m de EGF y de 100 uM
de Cisteamina, en el medio de maduracion; ya que los resultados del Experimento 1
mostraron que aunque no hubo diferencias significativas entre los grupos, hubo una
diferencia numeérica a favor del grupo tratado con 100 ng/ml de EGF en los porcentagjes
de maduracién, produccién de embriones y eclosién; ademas influy6 en e porcentaje de
extrusiéon de CPI de los ovocitos. Por 1o cua se decidio continuar evaluando esta
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concentracion de EGF. Entre tanto, en e experimento 2 los resultados mostraron una
diferenciasignificativaafavor del tratamiento con 100 uM de Cisteaminaen el porcentaje
de extrusion de Primer Cuerpo Polar de los ovocitos. Por este motivo se decide evaluar la
adicion de 100 uM de Cisteaminay 100 ng/ml de EGF en el medio MI1V.

En & Experimento 3, se observé que la suplementacion de estos dos aditivos al
medio MIV, favorecio e desarrollo embrionario al aumentar e porcentaje de estructuras
clivadas y e porcentaje de embriones respecto al grupo control. Oyamada and Fukui
(2004 a), reportaron que la adicion de 10 ng/ml de EGF y 100 uM de Cisteamina en el
medio de maduracion incrementd significativamente la proporcién de ovocitos clivados
respecto a control y lafrecuencia de desarrollo de blastocitos, 10 cua es coincidente con
lo encontrado en este experimento. Aungue estos autores reportaron que no hay un efecto
significativo sobre lamaduracién nuclear, en este experimento si se presento con respecto
al control. Se hipotetiza que la adicion de Cisteamina al medio MIV incrementa la
eficiencia de dicho medio y que la adicion de EGF podria incrementar el contenido
intracelular de GSH en ovocitos porcinos (Oyamada, 2004 a; Prochazka et al., 2000); sin

embargo esto no ha sido reportado en bovinos.

Oyamada and Fukui (2004 a), reportaron un aumento significativo en lasupervivencia
de los embriones post — vitrificados, cuando |os ovocitos fueron puestos a madurar en un
sistema de cultivo individual en medio mSOFaa + PVA y suplementado con Cisteamina
y EGF a ser comparado con medio TCM suplementado con 10% SFB, a parecer la
presencia de un compuesto proteico pudo estar influyendo en € resultado obtenido.

La combinacion de estos dos aditivos en e medio de maduracion pudo mejorar la

maduracion nuclear y € desarrollo embrionario por |0s siguientes planteamientos:

e El GSH aportado por la Cisteamina, al ser un factor intracelular del ovocito de
importancia en la maduracion citoplasmatica, 1o protege de los efectos toxicos
generados por los ERO en las condiciones convencionales de 5% de CO; d

mantener un ambiente de 6xido — reduccion adecuado y a reducir los puentes
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disulfuro de la protamina de la cabeza espermética favoreciendo la formacion de
PNM (Prontcleo Masculino) (Meister, 1976; Meister, 1979).

e El EGF estimulaen los COC’sla produccion de acido hialuronico y su retencién
dentro de la matriz intracelular de los cimulus expandidos, teniendo un efecto
positivo en la monoespermia (Prochazka et al., 2000) y por ende en el desarrollo

embrionario.

De lo anterior se deduce que la primera hipétesis planteada no se cumple; la
supervivenciadelos embriones congel ados producidosin vitro, no aumento con laadicion
de Cisteaminay EGF en € medio de MIV; estos resultados pudieron ser afectados por la
presencia de SFB en € medio MIV. También pudo influir € origen y calidad de los
COC’s, que pueden ser afectados por la técnica de obtencién del ovocitos, ademas, 1os
animales llevados al frigorifico podian estar en cualquier etapa del ciclo estral y los
COC’s serecuperaron de unaampliagamade tamafios de foliculos y en todas las posibles
etapas de laondafolicular, incluyendo foliculos en fase de dominanciao en fasede atresia
(Merton et d., 2013).

Los cigotos y embriones son mas frégiles a sufrir dafio oxidativo a ser expuestos a
factores externos, como condiciones inapropiadas de cultivo. Lasintesisde novo de GSH
sucede en € estadio de 9 a 16 células en la vaca (Rausell, 2005). Latolerancia de los
embriones a un estrés oxidativo difiere alo largo de los distintos estadios de desarrollo
embrionario, es por esto que se estudio la suplementacion del medio CIV con Cisteamina
en Dia 3 0 Dia 5, ya que es conocida la accion de este agente reductor, al incrementar €l
nivel intracelular de GSH y €l potencia de desarrollo embrionario. En el experimento 4,
se observo que aungue la adicion de Cisteamina en las concentraciones propuestas en €l
Dia3 no afectd € clivage, si se presentd unatendenciaaladisminucion del porcentaje de
embriones. Estos resultados son coincidentes con lo informado por Merton et al., (2013),
quienes reportaron que a adicionar Cisteamina 0.1 mM en e medio MIV y 0.01, 0.05y
0.1 mM en e medio CIV apartir delos dias 1 a 4 dél cultivo, la tasa de produccién de
blastocitos se vio afectada negativamente, méas no afectd las tasas de clivgje. Esto pudo
ser debido a que las concentraciones propuestas no son suficientes, ya que como es sabido

los embriones de mamiferos tienden a sufrir bloqueo del desarrollo embrionario en
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condiciones in vitro. En este bloqueo se activa la expresion del genoma embrionario,
influenciado por las variaciones en € nivel enddégeno de hidroperoxidacion lipidica, enla
capacidad paraquelar metales detransicion y en la actividad antioxidante, que determinan
s el embridn prosigue con su desarrollo normal (Rausell, 2005). De Matos et al. (2002
b), encontraron que a suplementar con Cisteaminadurante laMIV y enlos Dias2 a4 de
CIV, laproduccion de embriones fue Optima en concentracion de 0,05 mM (Merton et al.,
2013) lo cual no es coincidente con losresultados de Merton y de estetrabajo. Esto podria
sustentarse en que la adicion de Cisteamina en la M1V y con embriones cultivados en
atmosfera de O, € nivel de GSH ya es @ éptimo durante € desarrollo embrionario
temprano, especuldndose que la suplementacidn con Cisteamina adicional durante los
primeros dias de CIV pudo dar lugar aun nivel limitado de ERO, consecuentemente este
desequilibrio interfirié con laactivacion del genomaembrionario durante latransicion del
control maternal a cigético (Merton et a., 2013).

En estetrabajo laadicion de 100 uM de Cisteaminaen Dia5, favorecio la produccion
de embriones, esto se podria fundamentar en gue los niveles méas altos de GSH se
presentan cuando se estd acercando a la etapa de blastocito. La Cisteamina estaria
contribuyendo probablemente a disminuir la cantidad de ERO y a aumentar la
concentracion intracelular de GSH, lo cual mejorael desarrollo embrionario. Silvaet al.,
(2010), reportaron que la adicion de Cisteamina en concentracion 150 uM tanto en el
medio de maduracion como en e de cultivo, mejoré la produccion de embriones. En €
blastocito, € peréxido de Hidrégeno, presente en € fluido del blastocele, tiene un rol
importante en la diferenciacion, provocando la apoptosis de las células del pre —
trofoectodermo. Mientras estas células pierden la capacidad de sintetizar GSH, las otras
células embrionarias sintetizan GSH protegiéndose de | os ef ectos oxidativos del H20z, en
conclusion la mayor reduccién del contenido de GSH coincide con la activacion del
genoma embrionario. Los estadios de desarrollo embrionario previas a blastocito son
mas sensibles alos efectos nocivos que disminuyen el contenido de GSH (Rausell, 2005).
En un estudio se reportd que a suplementar e medio de CIV con 1mM de GSH se
favorecio € desarrollo embrionario; sin embargo los efectos benéficos de esta
suplementacién es variable (Rausell, 2005).
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La adicion de Cisteamina en CIV no afect6 el nimero total de células por embrion,
esto coincide con lo reportado por Rocha — Fragoni et a. (2014) quien informé que la
adicion de antioxidantes intracelulares (Cisteinay B — mercaptoetanol) y extracelulares
(Catalasa) en diferentes etapas de produccion (MI1V y CIV) no afecté € nimero total de

blastémeras.

La adicion de Cisteamina en las concentraciones propuestas en Dia 5 favorecio €
porcentgje de eclosion. De Matos et a. (2002 b), reportaron que con la adicion de
Cisteamina tanto en MIV como en CIV, la supervivencia embrionaria después de
descongelacion se vio favorecida, esto sustentado en € aumento de GSH intracelular.
Entre tanto, Rocha — Frigoni et al, (2014), demostraron que la suplementacion con
antioxidantes durante MIV y/o CIV no incrementd la supervivencia después de
vitrificacion, aunque si redujo los ERO intracelulares y la tasa de apoptosis. Laadicion
de antioxidantes en e medio CIV da resultados contradictorios; algunos autores no
reportan efectos, mientras que otros si (Iwata et al., 1998; De Matos et al, 2002 b; Ali et
al., 2003), y otros reportan efectos desfavorables (Van Soom et al., 2002).

En e experimento 5, la suplementacion con &cido linoleico favorecié el porcentgje de
clivgje en Dia 3 con 50 uM, € porcentgje de embriones en Dia 3 con 100 uM, y la
supervivencia tras descongelacion en Dia 5 con 50 uM, més no afectdé el numero de

blastdmeras en ninglin diay concentracion.

Imai et a., (1997), reportaron que e &cido linoleico-albumina a ser adicionado en el
medio CIV presentd efectos favorables en la supervivencia de embriones bovinos después
de congelacion. Esto pudo ser atribuido a incremento en la fluidez de la membrana,
debido alaincorporacion directadel ALA enlabicapalipidicay deplecién del colesterol
de membrana. Bailey et al., (2015) reportaron que la disminucion en la criotolerancia de
ovocitos y embriones se asocié con un mayor contenido de lipidos citoplasméticos.
Estudios previos en vacas han demostrado que lamodificacion nutricional inducidade los

componentes foliculares, identificando e trans — 10, cis— 12 acido linoleico conjugado
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(CLA) como un potente inhibidor de la sintesis de grasa en laleche en vacas lactantes y
su inclusién en € medio de cultivo mejora la supervivencia del embrién después de la
descongelacion (Bailey et a., 2015). Pereira Batista et al., (2014) reportaron también
sensibilidad al congelado de embriones de Bos Indicus y sus cruces, debido a la
acumulacién de lipidos neutros en € citoplasma. Ademés, informaron que € cultivo de
cigotos en CR2aa con 100 m/L de CLA no tuvo efecto sobre las tasas de clivae,
produccion embrionaria'y en los niveles de genes m — RNA relacionados con el estrés
celular y apoptosis. Pero s un aumento significativo en la tasa de re — expansion
comparado con € control, mas no en eclosion. La suplementacion con CLA disminuyd
el contenido de lipidos neutros al afectar |a sintesis de triglicéridos mediante la reduccion
de la expresion génica de 1 — acilglicerol, 3 — fosfato 0 — aciltransferasa (AGPAT). Al
acido linoleico, sobre todo a sus isdbmeros, en particular el CLA, se le atribuye disminuir
la deposicion citoplasmatica de lipidos, demostrando actividad antilopogénica (Evans et
a., 2002; Pereira et a, 2007 y 2008). Pereiraet a., (2008) reportaron que los CLA en
embriones bovinosin vitro, disminuyeron el didmetro de las gotas lipidicas mejorando la
crioresistencia. Accorsi et d., (2016) estudiaron el efecto delaadicion de AL aun medio
CIV semidefinido en concentracion 100 uM con adicion de BSA, reportando una
reduccion en la tasa de desarrollo embrionario con respecto a control (p < 0.05); pero
influyendo positivamente en el descenso del contenido lipidico intracelular, aumentando
consecuentemente la supervivencia embrionaria luego de 24 h post — congelacion y no
afectando el numero total de células por embridn. El meoramiento en la supervivencia
embrionaria se pudo fundamentar en que los acidos grasos actuarén modificando la
composicion de los lipidos de la membranas embrionarias, influyendo en su fluidez
(Accorsi et d., 2016). El mecanismo por € cual e CLA afectalaacumulacion de lipidos
en el embrion es por unareduccion en laincorporacién y/o ensamblgje de lostriglicéridos
antes que por inhibicion de lasintesis de novo (Pereira, et al., 2014), esto también podria

ser aplicativo parael AL.

En estudios en humanos se han empleado &cidos grasos C*3, en horas posteriores &
cultivo, cuando €l embridn se encuentra en 8 células; ya que embriones en estadio de 4

célul as poseen mayores concentraciones de &cidos grasos insaturados y han concluido que
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el Acido Linoleico es més importante en los estadios finales de desenvolvimiento
(Haggarty et. al., 2006). El Acido Linoleico estimulala proteina Kinasa C, que es critica
en el crecimiento y diferenciacion celular (Haggarty et al., 2006, Accorsi et a., 2016).

Actualmente se estudia lainfluencia tanto del &cido linoleico como del linolénico en
el desarrollo embrionario. Yang and Zheng (2012), estudiaron € efecto de la
suplementacion con Acido Linolénico en e desarrollo temprano de embriones in vitro en
bufalos, los presuntos cigotos fueron transferidos a medio CIV (TCM 199 + 10% SFB)
suplementado con 0, 10, 50, 100y 200 uM de &cido linolénico. Los resultados mostraron
que las tasas de clivagje no difirieron significativamente entre grupos, aunque si hubo un
aumento numeérico en las concentraciones de 50 y 100 uM con respecto a control. El
tratamiento 50 uM resulté en un porcentaje significativamente mas alto en la tasa de
desarrollo de blastocitos comparado con el grupo control y |os otros tratamientos, siendo
esta concentracion lamejor parael desarrollo embrionario en bufalos. Este resultado fue
similar al encontrado en este trabajo, pero con acido linoleico y en especie bovina. Se ha
reportado que los &cidos grasos poli-insaturados son potentes inhibidores de la glucdlisis
y lipogénesis de novo, através delaregulacion delaglucosa— 6 — fosfato deshidrogenasa
(G6PDH), L — Piruvato quinasa (PK — L), &cido graso sinetasa (FAS) y acetil — CoA
carboxilasa (ACC) (Dentin et a., 2005).

En el experimento 6, se observo que la adicion de Fosfatidilcolina de soja a medio
CIV en Dia 3 o Dia 5, no afectd e desarrollo embrionario, € nimero de células por
embrion y la supervivencia a la congelacion. Pugh et al., (1998) evaluaron €l efecto de
suplementar el medio de CIV con liposomas que contenian lecitina, esfingomielina y
colesterol. Laesfingomielinay e colesterol enrazon 1:1, 1:4 y 4:1 fueron adicionados a
50, 100 y 150 microgramos/ml de lecitina, los blastocitos fueron congeladosen 1.5 M de
etilenglicol. Reportd que la presencia de liposomas en € medio de CIV no afecto €
clivaje, e desarrollo embrionario y la supervivencia de blastocitos después de la
congelacion. Sin embargo la presencia de lecitina sola en concentracion de 200 ug/ml

afectd negativamente la supervivencia del blastocito en e medio de congelacion,
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probablemente por la ateracién de la composicién de la membrana embrionaria. En €
caso de este experimento se puede hipotetizar que |os dias propuestos no son losindicados
para la adicion de Fosfatidilcolina de soja y las concentraciones empleadas no son
suficientes o adecuadas para sustituir algunos fosfolipidos de membrana y/o no entren a
lamembrana embrionaria para alterar la concentracion de los lipidos neutrosy asi formar
una pelicula protectora alrededor de las células embrionarias, evitando asi la formacién
de hielo intracelular y proteger alin més que el control de dafios mecanicos. En este caso

gjerciendo funcion de estabilizador de membrana.

Guyader et al., (1999), evaluaron el efecto de la lecitina de soja en una solucion de
glicerol para congelacion lenta de embriones producidos in vitro. La congelacion se
realizo en dos etapas con glicerol a 5% y a 10% con 0.2 M de sacarosa, la lecitina se
anadié a 0.1% plv, observando que no gercid efecto alguno en la re-expansion pero si
influyé significativamente en la eclosion a las 72 hs. En este caso la Lecitina de soja
giercio funcién de crioprotector no penetrante, mientras que en este trabajo de tesis no
tuvo influencia alguna en la supervivencia post-congel acion.

En el dltimo experimento (Experimento 7) se evalud la adicion a medio de CIV en
Dia5 de 100 uM de Cisteamina, 50 uM de &cido linoleico y 100 uM de Fosfatidilcolina
de Soja. De acuerdo a los resultados obtenidos durante €l desarrollo del experimento 4,
se puede afirmar que la adicién de 100 uM de Cisteaminaen Dia5 del CIV, favorecio el
desarrollo embrionario y laeclosion alas 72 hs de |os embriones descongelados.  Segun
los resultados del Experimento 5, la suplementacion del medio CIV en Dia 5 con 50 uM
de Acido Linoleico aumenté e porcentaje de embriones re-expandidos a las 24 hs y
eclosionadosalas 72 hs. Mientras que en el Experimento 6, laadicién de Fosfatidilcolina
de Sojano afectd lacalidad embrionaria con respecto a control, enlo referente al nUmero
de blastdbmeras. Aunque no hubo diferencia significativa, su adicion en Dia5 y en
concentracion de 100 uM fue la que presentd un leve aumento en e nimero de células
por embrion y se plantea que hay una correlacion entre la calidad y la viabilidad

embrionaria con € ndmero de céulas (Ushijima et a., 2008), por este motivo se
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selecciond esta concentracion y este dia, paraevaluar su sinergiajunto con la Cisteamina

y el Acido Linoleico.

Se observo que la adicion de estos tres aditivos, no influyé sobre € desarrollo
embrionario, e nuimero de células por embrién y la supervivencia a la congelacion;
probablemente porque |os &cidos grasos insaturados empleados no tuvieron efecto sobre
la estabilizacion de la membrana embrionaria, a no incorporarse aelladurante el CIV y
no inducir cambios en su fluidez. También se podria plantear que la adicion de
Fosfatidilcolinano gercio un efecto positivo junto con la Cisteaminay € écido linoleico,
siendo probable que solé la combinacion de Cisteamina y &cido linoleico en la
concentracion y dia propuesto, podria ser favorable para la supervivencia a la
congelaciéon. Esto basado también en los resultados de Pugh et al. (1998), quienes
reportaron que la adicion de lecitina de soja a una preparacion de liposomas no afecto el
desarrollo embrionario, pero si la supervivencia embrionaria, probablemente mediante la

ateracion de la membrana plasmatica.

Por lo anterior lahipotesis dos del presente trabajo no se cumplid, un medio de cultivo
secuencia suplementado con Cisteamina, Acido Linoleico y Fosfatidilcolina de Soja, no
aumento la supervivencia de los embriones congelados producidos in vitro. Seria
interesante evaluar e comportamiento de la adicion de Cisteamina'y Acido linoleico en
el Dia5 de CIV, en las concentraciones propuestas.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Los resultados de esta tesis no confirman las hipétesis propuestas. La adicion de
100 uM de Cisteamina y 100 ng/ml de EGF en & medio MIV, no aumentd la
supervivencia de embriones congelados producidos in vitro. La adicion de 50 uM de
Acido Linoleico, 100 uM de Cisteaminay 100 uM de Fosfatidilcolina de Soja en & Dia

5 de ClV, no aumentd la supervivencia de los embriones congel ados producidos In Vitro.
L as conclusiones especificas de estatesis son:

e La adicion de 50 ng/ml y de 100 ng/ml de EGF a medio MIV, favorecio la
maduracion nuclear de los ovocitos, pero no gercid influencia sobre el desarrollo
embrionario y la supervivencia de embriones congel ados.

e Laadicion de 100 uM de Cisteamina a medio MIV favorecid la maduracion
nuclear de los ovocitos y presentd una tendencia a aumento de embriones re —
expandidos descongelados.

e La adiciéon de 100 uM de Cisteamina y 100 ng/ml de EGF, influy6é sobre €
desarrollo embrionario, ya que produjo un aumento en el porcentaje de clivajey
en el porcentaje de embriones, pero no influy6 en la supervivencia embrionaria
posterior ala descongel acion.

e Laadiciénde50 0100 uM de Cisteaminaen el Dia3 de CIV, afecto el desarrollo
embrionario, debido a que se presentd una disminucion en e porcentaje de
embriones.

e Laadicion de 100 uM de Cisteaminaen e Dia5 de CIV favoreci6 la produccion
de embriones (aumento el porcentaje de embriones), y laeclosion alas 72 hs. de
embriones criopreservados mediante congel acién lenta con EG.

e Suplementar con 50 uM de Acido Linoleico en € Dia 3 de CIV, favorecio €
clivge y presentd una tendencia a aumento en e porcentgje de embriones,

mientras que con 100 uM de Acido Linoleico se presentd una tendencia a
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aumentar ladivision celular y favorecio la produccién de embriones. Laadicién
de 50 0 100 uM en d Dia 3 o Dia 5 de CIV favorecio la eclosion de embriones
descongel ados.

La suplementacion de Fosfatidilcolina de Soja en € medio de CIV no gercié
efecto sobre e desarrollo embrionario, supervivencia a la criopreservacion

mediante congelacion lenta con EG y € nimero de blastOmeras.
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