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I. Resumen

El objetivo del trabajo fue evaluar un sistema de cultivoc como una prueba no
invasiva para detemminar la viabilidad de embriones descongelados, y asi
determinar si son aptos ¢ no para su posterior transferencia. Veinte vacas de la
raza Brahman fueron sometidas a un programa de sincronizaciéon y
superovulacién, se inseminaron artificialmente y se realizé la recoleccion de
embriones a los 7 dias, 45 embriones fueron seleccionados y clasificados en
buenos (n=15), regulares (n=15), y malos (n=15). Posteriormente fueron
congelados en glicerol al 10%, se mantuvieron almacenados por un periodo de 5
meses; se descongelaron por el método de tres pasos y después se colocaron
en holding medio® donde se estabilizaron y finalmente fueron transferidos al
medio de cultivo que fue: McCoy®: 10 ml medio, 1 mi suero fetal bovino, y 20 pl
de antibidticos. Los embriones fueron incubados monitoreando la morfologia v el
grado de desarrollo durante 24 horas por medio a los 30 minutos, 1 hora y
después cada 2 horas hasta las 24 horas. Durante el cultivo cuatro embriones de
cada clasificacion fueron retirados, primero a las 4 horas, cuatro mas a las 12
horas y los restantes hasta las 24 horas para ser procesados por la técnica de
TUNEL. Los embriones de calidad buena y regular no sufrieron cambios en su
estructura y continuaron con su desarrollo hasta 8 horas después de cultivados,
mientras que los de mala calidad en tan sbélo 2 horas de cultivo presentaron
cambios indicativos de una degeneracion. En la evaluacion de la clasificacion se
encontré que a las 4 horas de cultivo, el 80 % de los embriones buenos
presentaron caracteristicas que concuerdan con los criterios establecidos,
mientras el 20 % restante tuvo caracteristicas de embriones de calidad regular,
para los embriones regulares el 74 % presentd caracteristicas de acuerdo a su
clasificacion original, mientras que 20 % mostrd una morfologia con mayor
analogia a embricnes buenos, y en el 6 % restante se observé retraso en su
desarrollo. En cuanto a los de mala calidad, el 80% demostro caracteristicas
acordes a esa clasificacién, en tanto gue el 20 % restante mostrd similitud a

embriones de regular calidad. Al evaluar el desamollo en las tres diferentes
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clasificaciones se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los
embriones clasificados como malos con respecto a los buenos y regulares.
Respecto a la técnica de Tunel, los embriones de calidad buena mostraron un
menor numero de células apoptdticas que los de regular y mala calidad
(P<0.05), esto sugiere que el cultivo de embriones descongelados previamente
almacenados en nitrégeno liquido puede ser utilizado como un método practico

0 una prueba diagndstica para evaluar su viabilidad.

Palabras clave: Bovino, embriones F1, cultivo, trépico, TUNEL.




il. Abstract

Frozen embryos have been stored and developing countries for many years with
scarce supervision as to whether these embryos are viable. The aim of this study
was to evaluate a culture system as a non-invasive means of assessing the
viability of recently thawed embryos prior to transfer. Forty five embryos were
collected 7 days after insemination of 20 synchronized and superovulated cows.
Embryos were classified as good n=15, fair n=15 and poor n=15 and frozen in
10% of glycerol. After five months of storage embryos were incubated in McCoy®©
medium, morphology and stage of development were monitored for a period of
24 hours to register the development every 30 minutes the first 2 h, thereafter
every hour, during the culture a portion of four embryos of each classification
were separated at 4 h, another four at 12 h and the remaining seven at 24 hours
and were subjected to determine the degree of apoptosis using the TUNEL
technique. Descriptive statistics were used to assess the data. Embryos of good
and fair quality did not suffer major changes in their development even after 8 h
of incubation, whereas poor quality embryos experienced changes as early as 2
h after incubation. Good quality embryos invariably showed fewer number of
apoptotic cells than those of fair and poor quality (P<0.05) suggesting embryo
culture to be useful in assessing viability and confirming quality of thawed
embryos previously stored in liquid nitrogen, prior to transfer.

Keywords: Bovine, F1 embryos, culture, tropic, Tunel.
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. introduccién

La tecnologia de la transferencia de embniones (TE), se desarrolld en sus inicios
con la finalidad de optimizar los recursos genéticos y economico de los hatos.
Gracias a los avances técnicos, en {a actualidad se ha logrado una produccion
masiva de embriones que se recuperan en etapas tempranas del desarrollo, de
esa manera las vacas de elevado valor comercial pueden producir un rango de
10 a 15 becerros por ano, io cual impulsa el mejoramiento genético de los hatos
(Marquez et al., 2003).

Desde hace mas de 20 arios, Madalena ef al., (1989) propusieron la TE como
una altemativa viable para la produccién de hembras F1, con un mejoramiento
de la relaciéon costo-beneficio al compararlo con los costos inherentes por la
compra ¢ produccion de reemplazos. En las regiones tropicales los animales
Bos indicus han demostrado ser superiores a los Bos faurus para soportar
condiciones como altas temperaturas, humedad, ectoparasitos y baja calidad de
los fo.rrajes (Madalena et al., 1983). La produccion de embriones F1 (Bos taurus
x Bos indicus) ha tenido gran éxito debido a que estos animales han demostrado
ser superiores en produccidon y resistencia a las condiciones ambientales
(Cunningham 1988; Madalena ef al., 1989). Sin embargo los resultados en estas
condiciones son inferiores a los reportados con animales especializados en
clima templado, debido a diversas circunstancias como la variabilidad en la
respuesta a los tratamientos superovulatorios, la dificuitad en la deteccion de
celo, la alta susceptibilidad al estrés y en algunos casos problemas anatémicos o
fisiologicos (Barros y Nogueira, 2001). Esto se ve reflejade en que el nimero de
embriones recolectados sea inferior a lo encontrado en bovinos Bos faurus.
Asimismo, la fertilidad es menor a lo que se ha encontrado en ganado de tipo
europeo. Por estos motivos la diseminacidn de la TE entre los productores
situados en las zonas tropicales ha perdido popularidad debido a los costos de la
aplicacién de la técnica. Por ende continda el problema de tener un sistema de

de reempiazos que sea autosuficiente. Todo esto origina que los cruzamientos




en el trépico en ganado llamado de doble propésito sea mas bien aleatorio que

producto de un programa de mejoramiento genético (Cunningham, 1989).

En Meéxico se han desamollado diferentes programas gubemamentales en
regiones tropicales con ia finalidad de producir y transferir embriones
criopreservados de tipo fenotipo F1 que ha demostrado ser por mucho ef mas
adecuado a estas condiciones (Madalena et al.,, 1989), Sin embargo estos
programas generalmente tienden a masificarse debido a subsidios
gubernamentales y decisiones politicas que posiblemente contribuyen a que los
controles de calidad y criterios de seleccién sean menos estrictos. Asimismo, por
la cantidad de embriones producidos es posible que las condiciones de
almacenamiento no sean las 6ptimas, por ejemplo el paso de embriones de un
tanque de nitrégeno liquido a otro con fines de inventario o simplemente para
transportarios del sitio de produccidon al lugar donde se realizaran las
transferencias puede afectar la viabilidad de los mismos. Todo estas
manipulaciones, ademas de la escasa supervision que pueden existen en los
sub-centros donde los embriones tienen que ser almacenados antes de
transferirse, puede ocasionar que los niveles de nitrobgenoc en el tanque de
almacenamiento desciendan a niveles por debajo del recomendado por los
fabricantes y esto ocasionar dafic en los embriones a pesar de que fueron
producidos con las mas estrictas normas de calidad. Todo lo anterior puede
provocar que los resultados en el porcentaje de gestaciones posteriores a la TE
se vea afectado. En efecto un estudio realizado por Marquez et al., (2004)
demuestra que los embriones que han sido evaluados y clasificados como de
buena calidad al microscopio estereoscopico por personal calificado y
almacenados por diferentes periodos de tiempo en nitrégeno liquido, presentan
dafio celular al evaluarios por otros medios, como la técnica de TUNEL, la cual

determina el grado de muerte celular (apoptosis}.

En un estudio reciente, Marquez et al., (2005) demostraron que la calidad de fos

embriones también puede variar si son producidos y congelados en la época de




sequia en comparacién con la de lluvias. Estos ensayos fueron realizados
evaluando la capacidad de los embriones para soportar la congelacidn y el dafio
celular observado al descongelarios y evaluarlos por medio de la técnica de
TUNEL. Anteriormente Bastidas y Randel (1987), observaron de un total de
1841 recolecciones provenientes de 813 donadoras Brahman, un maximo de 4.2
embriones por lavado durante el otofio y un minimo de 2.9 durante el inviemno,
informacion que sugiere que el nimero de embriones obtenido por vaca se ve
afectado por la época del afo. Asimismo, encontraron que las mayores
cantidades de embriones viables fueron producidos durante los meses de marzo
a octubre, disminuyendo durante noviembre y diciembre, concluyendo que la
diferencia de esta produccién podria deberse a una mejor calidad en el alimento
proporcionado a las donadoras en la época de mayor y mejor produccién de
forraje. Sin embargo, esta conclusidon es muy discutible ya que al realizar un
programa de transferencia de embriones se recomienda que las hembras
donadoras sean suplementadas durante un cierto periodo antes de la
superovulaciéon. Obviamente se necesita mayor investigacion en este tema. De
igual manera Massey y Oden (1984), demostraron la existencia del efecto
estacional en el porcentaje de recuperacion de embriones transfeﬁbies, al
obtener en vacas Brahman un promedio de 4.4 embriones transferibles en la

primavera y so6lo 2.6 en el inviemo.

Las evaluaciones del estado y calidad de los embriones mediante el uso de
técnicas invasivas permiten tener una mayor precision en cuanto a las
caracteristicas de calidad y desarrollo de los embriones (Aguilar et al., 2002;
Marquez ef al., 2004; Fouladi-Nashta ef al., 2005); Es obvio que la utilizacion de
técnicas invasivas para evaluar embriones no permite mantener la integridad de
los embriones, su utilizacién ha sido empleada para detectar problemas en la
cadena de produccion de embriones congelados. Asi, Aguilar et al., (2002)
demostraron que la clasificacion de los embriones realizada en fresco puede
variar mas de un 30%, ya que al ser evaluados por microscopia de luz y

electronica, embriones clasificados como de buena calidad mostraban




caracteristicas de embricnes en estado de degeneracidn; de igual manera
Marquez et al, (2004) mencionan que el tiempo de almacenamiento de los
embriones almacenados en tanques de nitrdgeno liquido por diferentes periodos
de tiempo, pueden tener un importante efecto es su morfologia al ser
descongelados. Fouladi-Nashta et al., (2005) describen un método en embriones
bovinos, marcando dos grupos de céiulas, las del trofoblasto y de la masa
celular interna durante el cultivo, evaluando el efecto de la suplementacion de
suero en el medio de cultivo sobre el nimero total de células, ademas de usar la
técnica de TUNEL para cuantificar el dafio en los dos grupos de células, pero de

igual manera son procedimientos no aplicables a embriones vivos.

Por lo tantc es necesario implementar técnicas no invasivas en donde se pueda
detectar la calidad de los embriones y asi tener una mayor probabilidad de que
cuando se realice la transferencia, esta tenga mayor probabilidad de éxito, sobre
todo en embriones almacenados en nitrégeno liquido por largos periodos, para
asi aumentar el porcentaje de embrionss transferibies y mejorar la técnica de TE

en bovinos.
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IV. Revision de literatura

4.1 Transferencia de embriones

La tecnologia de la transferencia de embriones (TE), se desarroli6 en sus inicios
con la finalidad de optimizar los recursos genéticos y econdémicos de los hatos.
Gracias a los avances técnicos, en la actualidad se ha logrado una produccion
masiva de embriones que se recuperan en etapas tempranas del desarrollo. De
esa manera las vacas de elevado valor comercial pueden producir un rango de
10 a 15 becemos por aio; lo cual impulsa el mejoramiento genético de los hatos.

A pesar de los avances logrados en los paises desarrollados, la situacion no se
presenta de la misma manera para regiones de clima tropical, en donde las
caracteristicas de la zona, las variaciones en la temperatura, humedad y manejo
de los sistemas productivos son diferentes y por ende la respuesta
superovulatoria puede ser muy variable, lo que resulta en un alto niamero de
embriones anormales o con retardo en el desarrollo (Kafi y McGowan, 1997). En
efecto Rutledge (2001), observd que existe una relacion lineal entre la calidad
del embrién y la temperatura ambiental, asi, por cada grado centigrado de
incremento en la temperatura, durante el periodo entre la inseminacion y la
recoleccidbn de embriones, aumenta en un 15% la proporcidon de embriones
clasificados como de regular o mala calidad.

En las regiones tropicales del mundo la produccién de embriones F1 ha ganado
mucha popularidad entre pequehos productores, debido al mejoramiento (vigor o
heterosis) que se observa en la capacidad productiva y reproductiva, resistencia
a enfermedades y adaptabilidad al medio entre ia cruza de la razas Bos taurus/
Bos indicus {Cunningham, 1989). En el caso de México al ser un pais en vias de
desarrollo el gobiemo ha implementado programas en los que se han producido
embriones de forma masiva para distribuir embriones entre los productores y asi

lograr un avance mas rapido en las diversas explotaciones del pais. De esta
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manera, el programa LICONSA (Leche Industrializada Conasupo), produjo un
total de 75,000 embriones del afo 1986 a 1992, de los cuales se transfirieron
3000 en fresco y el resto fueron congelados para ser distribuidos entre
universidades, gobiemos de los estados, asociaciones ganaderas, de todo el
pais (Valencia, comunicacién personal), ademas de este esfuerzo a nivel
federal, gobiemos como en el Estado de Chiapas crearon su propio programa
como es el caso del Fideicomiso para el Mejoramiento de la Ganaderia Tropical
(FIMEGEN) con el fin de promover la técnica de transferencia de embriones (TE)
entre productores de doble propdsito, ademas de distribuir los embriones
producidos por LICONSA al mismo tiempo de iniciar con un programa estatal de
produccidn de embriones utilizando razas europeas inseminadas con toros de
tipo Cebu. En estos programas se produjeron embriones a escata industrial con
la desventaja de que al realizar la evaluacién de los mismos estas posiblemente
fueron hechas por diferentes técnicos con la inherente varacidon que esto
conlleva (Farin ef al., 1995). Por ende es probable que estos embriones hayan
sido congelados con distintos criterios en cuanto a su calidad. En un estudio
realizado por Aguilar et al., (2002) demostraron que la clasificacion de los
embricnes realizada en fresco puede variar mas de un 30%, ya que al fijarlos en
Kamovsky modificado para ser evaluados por microscopia de luz y después por
microscopia electrénica, embriones clasificados como de buena calidad
mostraban caracteristicas de embriones en estado de degeneracidon. Aunado a
lo anterior Marquez ef al., (2004) demostraron que el tiempo de almacenamiento
en los embriones en tanques de nitrégeno liquido pueden tener un importante
efecto es su morfologia después de ser descongelados. Todo lo anterior podria
producir una varabilidad muy grande en los resultados en la fertilidad y
porcentaje de gestaciones esperados debido a que en muchas ocasiones se
desconocia con exactitud la procedencia, el tiempo y condiciones de
mantenimientb previas a la transferencia.
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4.2 Caracteristicas morfolégicas en embriones

El desarrolio embrionario y la diferenciacién requieren de una serie de pasos
consecutivos y de cierta manera simultanea que son: segmentacion,
compactacion, formacidn del blastocele, expansién y maduracion de la zona
pelucida. La presentacién de estas caracteristicas y el tiempo que transcurre
entre ellas son usados como indicador de salud y calidad embrionaria (Occhio et
al., 1999).

En el embrién bovino la sucesién de eventos se da aproximadamente de la
siguiente manera: la primera segmentacion se produce a las 48 horas después
de haber sido fertilizado, para las 72 horas sera de 8 células, a partir de! 5 dia
consta de 16 a 32 células y se denomina mérula, después de esto se establece
la compactacion de ilos blastomeros para mas adelante comenzar a secretar
liquido para la formacion del biastocele y esto se puede apreciar hacia el dia 6 6
7. En el desarrollo de un embrién bovino de manera natural es aproximadamente
hacia el dia 9 cuando se produce la eclosion de la zona pellcida (Shea 1981,
Mohr y Trounson, 1981).

En general un embrién bovino de alrededor de 7 dias cuenta con un didmetro de
193.5428.4 um. La zona pelicida es de aspecto rugoso presentando
blastobmeros pequefios y redondeados, a veces puede observarse que estan
separados por pequenos espacios intercelulares (Fléchon y Renard, 1978). Es
indispensable la integridad de la membrana plasmatica de los blastomeros
debido a que esta funciona como una barrera selectiva con respecto al medio
extracelular estableciendo y manteniendo de manera temporal el gradiente
idnico, el pH, asi como el intercambio de sustancias y mecanismos de transporte
intraceiular (Overstrom, 1996). De la misma forma al realizar una evaluacion por
medio de microscopia de alta resolucion se puede observar que el citoplasma es
electrodenso con un citoesqueleto bien desarrollado (King ef al., 1992), son
abundantes las mitocondrias de formas redondeadas o alargadas, y estan
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asociadas a los reticulos endoplasmaticos rugosos y lisos; el aparato de Golgi es

conspicuo y es frecuente encontrar formaciones de membranas en el citoplasma
perinuclear. Los abundantes poliribosomas estan intercalados en el reticulo
endoplasmico rugoso. Ademas, es normal encontrar vesiculas lipidicas que
deben irse reduciendo en niGmero después del dia 7 (Shamsuddin y Rodriguez-
Martinez, 1994). Iniciaimente el cuerpo precursor del nucleclo se transforma en
un anillo vacuolado, posteriormente se observa ya reticulado y es totalmente
activo (King et al., 1992). La cavidad de! blastocele contiene material granular
fino (Mohr y Trounson, 1981; Shamsuddin y Rodn'guez-Martinei, 1994).

En el trofoblasto se observan microvellosidades en la cara extema de la
membrana, y las células epiteliales son planas; también pueden observarse
vesiculas picnoéticas no muy abundantes (Mohr y Trounson 1881; King et al.,
1992); sus células estdn ancladas entre si y a otros blastémeros, por
desmosomas y uniones apicales {(Shamsuddin y Rodriguez-Martinez, 1994). A
veces pueden encontrarse muchos filamentos finos asociados a los
desmosomas y se extienden a lo largo de la unién entre células del trofoblasto.
Se cree que estos filamentos tengan una funcidn estructural en la célula,

dandole forma, rigidez y soporte.

Todos estos criterios morfologicos apuntan a que para tener una evaluacion
embrionaria adecuada de organismos obtenidos tanto in vivo como in vitro sin
alterar la integridad de los mismos ya sea en fresco o posterior a una
descongelacion es posible que sea por medio del cultivo, ya que este permite
extender el tiempo para poder observar si es que los embriones continian con

su desarrollo y asi poder determinar su viabilidad (Shea 1981).
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4.3 Criterios de evaluacion

El aspecto de mayor importancia para el éxito de la TE es la evaluacion de la
morfologia asi como el estadoc de desarrollo embrionario y calidad, la cual se
realiza por medio de la observacion al _microscopio estereoscopico (Lindner y
Wright., 1983). Sin embargo, aunque ha habido grandes avances en la TE, los
resuitados obtenidos hasta el momento no han sido del todo satisfactorios. En
un estudio realizado por Farin et al, (1995) reportaron que técnicos con
experiencia al momento de evaluar 40 embriones de distinta clasificacién en
diferentes estadios de desarmollo y grado de degeneracion solo ‘acordaron en el
68% de las observaciones, difiiendo en mayor grado entre los embriones de
buena y regular calidad. En otro estudio Rondeau ef al., (1995), evaluando el
metabolismo de embriones reportaron que 47% de los clasificados como de
buena calidad no tenian actividad metabdlica normal, debido quizd a defectos
funcionales que no pueden ser detectados en la evaluacion estereoscopica.
Asimismo Aguilar et al., (2002) demostraron que e! criterio de evaluacion de los
embriones en el campo por medio del uso de microscopia estereoscopica puede
variar hasta en un 30%, cuando se comparan las evaluaciones de ios embriones
por este método con técnicas mas precisas como es la microscopia electronica.
Este tipo de hallazgos explica parcialmente porqué la fertilidad después de
transferir embriones no rebasa el 40% ya que es muy probable que algunos
embriones sean transferidos cuando su grado de deterioro celular le impide

llevar a cabo una gestacion.

Los criterios establecidos por Lindner y Wright (1983), para la clasificacién de la
calidad de los embriones por medio de microscopia estereoscopica se dividen en
a) Bueno.- Embrién esférico con tamaio, color y textura uniformes, sin 6 con
algunas vesiculas. b) Regular.- Presenta algunos blastdmeros rugosos, varias
vesiculas y algunas células degeneradas y c) Malo.- Muchos o casi todos los
blastémeros son rugosos, células degeneradas y/o de varios tamafos,

numerosas vesiculas de gran tamafo, pero se logra distinguir la masa
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embrionaria. En 1998 la Sociedad Intemacional de Transferencia de Embriones
(IETS) publicé en su manual un sistema para otorgar la clasificaciéon de catidad
de embriones bovinos en grados con numeros arabigos, sin embargo en un
estudio realizado por Hasler en 2001, reporta que los criterios de evaluacion
observados concuerdan mas con los de Lindner y Wright (1983), asi como que
no hay una aplicacion constante de los criterios en grados para la evaluacion
morfolégica en embriones bovinos.

Debido a los diversos criterios que existen para evaluar embriones por medio de
microscopia estereoscopica en la que se ha demostrado que puede haber una
variacion de hasta un 30% (Aguilar ef al., 2002), se ha optado por el uso de la
microscopia de luz sin embargo a partir de aqui se requiere de la fijacion lo que
implica el sacrificio de los embriones, con lo gue se pierde cualquier oportunidad
de seguir evaluando la morfologia o desarrollo, de igua!l forma en la microscopia
electrénica y técnica de TUNEL se tiene mayor precisidon pero es necesario la
implementacion de técnicas no invasivas para poder determinar la viabilidad de

los embriones.

4.4 Congelacion y descongelacion de embriones

Ademas de la problematica observada en la evaluaciéon, también deben
considerarse los cambios que suceden al congelar y descongelar ios embriones.
La criopreservacion es un procedimiento complejo que no garantiza el obtener
una eficacia total, los principios basicos persiguen dar una proteccién de ta
célula frente a los efectos perjudiciales del proceso (Dobrinsky 1996). Durante el
procedimiento de congelamiento, los embriones son expuestos a niveles
potencialmente tdxicos de crioprotectores y se estan alterando las condiciones
fisiologicas de las células, ademas de ser sometidos a solidificacién durante el
enfriamiento (Baguisi et al,, 2000). Todos estos cambios pueden producir Ia
muerte del embridn, que es atribuida a la reduccion del volumen de la célula por

debajo de un limite critico, donde la deshidratacion osmética le provoca un
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estrés que origina una pérdida de lipidos de la membrana celular (Schneider et
al., 1984). La criopreservacion produce una exposicion de los tejidos a
temperaturas muy bajas fuera de lo fisiolégicamente aceptable antes de que se
inicie la congelacion, los dafos ocurren a temperaturas entre los +15° C y
-90°|C. Cuando la temperatura se reduce por debajo de 0° C se produce el
riesgo de la formacion de hielo intracelular y esto aumenta con la disminucion de
la temperatura. Para prevenir la formacién de cristales de hielo y disminuir el
dafio en la célula se han desarroliado diferentes protocolos con crioprotectores
para la deshidratacion de las células, los cuales contienen una alta
concentracion extracelular de solutos y, al poner las células en una solucion de
este tipo y bajar la temperatura provoca el paso de un estado liguido a un estado
sOlido y la extraccion de agua del interior de las células. La mayoria de
procedimientos usados para criopreservar embriones, ovocitos y tejido ovarico
estipulan un rango de enfriamiento de 0.3 a 0.5° C/ minutoc a partir de la
cristalizacion (fenémeno conocido como “seeding” en inglés), que se da entfre -
5° C a-9° C, y la temperatura baja hasta los -33° C a -40° C, al llegar hasta ahi
pueden ser transferidos al nitrégeno liquido (Jousan et al., 2004, Ruffing ef al.,
1993).

En el caso de embriones regulares 0 malos que son mal evaluados y sometidos
al proceso de congelacion, lo mas probable es que estos no resistan y mueran
durante el procesc o se vean afectados de manera ireversibile, provocando que
ninguno de estos embriones logre tener éxito al ser transferidos, y este sea un
motivo mas por el cual Ia fertilidad en la técnhica de TE sea tan baja.

Todos los procedimientos anteriores se basan en el potencial de la célula para
resistir la exposicién al glicerol que es el crioprotector utilizado en este tipo de

protocolos.

Un método mas reciente para la criopreservacion es la denominada vitrificacion

0 congelacion ultrarrapida, que cominmente utiliza como crioprotector al
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etilenglicol en una concentracion que va de 1.5 a 3.6 M, y la cual solamente
requiere de una dilucion en un solo paso. Un beneficio importante es que no hay
formacion de cristales de hielo, ademas de la reduccién en el tiempo requerido
para equilibrar los embriones y ilevarlos hasta los -196° C, que en ia congelacién
convencional es de 90 minutos y con el uso de esta técnica se reduce a menos
de 25 minutos. El uso de etilenglicol como crioprotector ha demostrado
diferencias entre los embriones producidos in vivo e in vitro en cuanto a su
morfologia, viabilidad y sobrevivencia posterior al descongelamiento, siendo mas
favorable para los embriones obtenidos in vitro, ya que al parecer los producidos
in vivo sufren danos en la capa de células del trofoblasto (Sommerfeld y
Niemann 1999).

Visintin et al., (2002) observaron que durante la vitrificacion, los embriones de
vacas Holstein y Nelore exhiben condiciones morfologicas similares. La
congelacion de los embriones Bos taurus y Bos indicus aparentemente mantiene
su desarrollo y estructura comparado con embriones en fresco, sin embargo un
analisis mas detallado muestra que las células embrionarias principalmente en
ganado Bos indicus de raza Nelore muestra alteraciones significativas, donde las
células embrionarias presentaron cualitativamente signos de degeneracion vy
muerte celular comparada con embriones en fresco. Una de las caracteristicas
mas comunes es la hinchazén de las células con dafos citoplasmaticos y
vacuolizacion del nicleo, hallazgos que son similares a los observados durante
el proceso de muerte celular como necrosis o en células que presentan estrés
hiperosmético, que son caracteristicas de alteraciones en la permeabilidad de la

membrana.

Los reportes de gestacion con el uso de la vitrificaciéon mencionan entre un 40 a
55% de prefiez (Van Wagtendonk-De Leeuw ef al., 1995), lo cual no difiere en
gran medida con los resultados obtenidos por medio de los métodos

convencionales de congelacion.
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Para el procedimiento de descongelacién existen varios métodos entre los qﬁe
se incluyen la disminucién de la concentracion del crioprotector en varios pasos,
con el inconveniente de que este lleva entre 20 a 60 minutos completario por
cada embrién, complicando el poder descongelar varios de manera simultanea y
tomando mucho mas tiempo para llevar a cabo un mayor nimero de
transferencias. Lo anterior tiene implicaciones en la practica veterinaria, debido a
que llevar a cabo procedimientos de TE en una explotacion representa diversos
gastos, tales como la preparacidn de las receptoras que por lo general son
animales que reciben un tratoc especial durante un periodo previo a la
transferencia, que incluye una mejor alimentacion, programas de vacunacion, la
administracién de vitaminas o desparasitantes, asi como contar con personal

para e! manejo de los animales durante las transferencias.

Otro método es la descongelacibn en un solo paso lo cual pemmite la
transferencia directa como en la inseminacion artificial, sin la necesidad de
extraer el embrién de la pajilla (Van Wagtendonk-De Leeuw et al., 1995}, sin
embargo al realizarlo de esta manera aunque ha agilizado en gran parte este
tipo de procedimientos, no es posible conocer el estado del embridn que se
encuentra dentro de la pajilla, y en. algunos casos no se tiene conocimiento de

la procedencia de los embriones a transferir.
4.5 Alimacenamiento de embriones

En la actualidad el almacenamiento de material biolégico dentro de termos o
contenedores que contengan nitrdgeno liquido es una practica habitual debido a
que este gas licuado provee la temperatura ideal (-196° C)} para preservar
estructuras que han sido previamente sometidas a un proceso de
criopreservacion en un medio adecuado, sin embargo en condiciones de campo
en las que el control de estos depdsitos no son tan estrictos o sean sujetos de

una mal manejo puede ocurrir inconsistencias en el suministro adecuado de
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nitrdbgeno liquido dejando el material con bajos niveles del nitrégeno

indispensable para el almacenamiento de material driporeservado.

En efecto un estudio realizado por Marquez et al., (2004) se demostré como
embriones que fueron evaluados y clasificados como de buena calidad al
microscopio estereoscopico por personal calificado y almacenados por diversos
periodos en nitrégeno liquido, al evaluarlos por otros medios como la técnica de
TUNEL, se encontré que si hay un incremento significativo en el nimero de
células con proceso de apoptosis en embriones almacenados durante 13 afos
comparandolos con embriones que tan sélo se almacenaron por tan sélo 2 afios.
En parte esto sugiere que probablemente el dafo celular observado en células
embrionarias podria deberse a diversos factores como puede ser una deficiente
evaluacién en fresco posterior at lavado, que se realiza previo al proceso
transferéncia o congelacion para otorgar una clasificacion e identificacion de los
mismos, asimismo el deterioro celular pudiera ser provocado por fallas en el
proceso de almacenamiento o durante el tiempo que se encuentran en el termo
de nitrégeno liquido, ya que si el volumen de embriones es muy grande se
vuelve mas dificil el tener un buen control sobre los diferentes centros en los que
se encuentren los embriones, y esto se ve reflejado al momento de realizar una
evaluacion de los porcentajes de prefiez obtenidos, ya que se encuentran por
debajo de lo esperado.

4.6 Cultivo de embriones

El cuttivo de embriones se ha utilizado con mayor frecuencia por la
implementacion de técnicas como la produccion in vitro de los mismos, sin
embargo el uso de medios de cultivo se encuentra limitado debido al poco
conocimiento del metabolismo y requerimientos para el adecuado desarollo de
los embriones, de igual manera se ha demostrado que diversos componentes en
diferentes medios de cultivo han tenido efectos negativos en la calidad y
viabilidad de los embriones (Mastromonaco ef al., 2004).
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Algunos de los medios mas comunes utilizados en el desarrolio de embriones
bovinos son el medio de cultivo para tejidos TCM 199 y el Menezo's B2, los dos
han sido descritos como medios complejos debido a sus componentes entre ios
que incluyen vitaminas, aminoacidos, sales, nucledtidos (Bavister, 1995).

El desarmolio embrionario in vitro es influenciado por diversos factores, tales
como el co-cultivo con células somaticas, la adicion de antioxidantes y oxigeno,
ademas el numero de embriones en el medio de cultivo es importante ya que el
desarrollo es mejor cuando se cultivan en grupo que de manera individual, esto
debido a la secrecidon de factores de crecimiento por los mismos embriones que
probablemente promuevan el desarrolio de los demas (Pereira et al., 2005). En
cuanto al metabolismo se han logrado evaluar parametros entre los que se
encuentra la glucosa, que es necesaria para la formacién de lipidos, acidos
nucleicos y proteinas durante el desamollo, de esta forma se ha reportado que
mientras mayor sea la utilizacion de la glucosa aumentan tas posibilidades de
viabilidad posteriores a la transferencia (Gardner 1987).

En la actualidad hay diferentes sistemas de cultivo de embriones que permiten el
desamolilo de éstos hasta etapas en las que podrian ser transferidos y lograr una
gestacion exitosa (Goto et al., 1988). Thompson (1996) sugiere que los
componentes a tomar en cuenta para un medio de cultivo son: temperatura, pH,
CO,, oxigeno, carbohidratos, aminoacidos, lipidos y acidos grasos, factores de
crecimiento y protéinas, mismos que se encuentran en practicamente todos los
medios de cultivo comerciales. Sin embargo existen limitantes para que €l uso
de estos se lleve a cabo de manera rutinaria como son, los altos costos, la
disponibilidad, asi como los requerimientos para su funcionamiento, de hecho,
su uso sdlo se limita a hacerlo de forma experimental, al realizar evaluaciones
para comparar el desarrollo de embriones producidos por fertilizacion in vitro,
versus embriones de origen in vivo, y los resultados obtenides no han sidc muy
alentadores para los embriones producidos in vifro ya que los in vivo siempre
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han mostrado porcentajes de desarrollo superiores, bajo cualquier tipo de
condiciones (Pereira ef al., 2005 y Brandao et al., 2004).

Pereira ef al., (2005) y Brandao et al., (2004) han evaluado diferentes sistemas
de cultivo en embriones a diferentes etapas de desarrolio, asi como prolongar el
tiempo de cultivo hasta etapas posteriores a la eclosion. En ambos casos se ha
evaluado el potencial de los embriones para soportar las condiciones del medio
de cultivo y se ha demostrado que los embriones poseen ia capacidad de
desarrollarse y mejorar sus caracteristicas morfolégicas, de igual manera
embriones han Hegado hasta etapas en las que da inicio la diferenciacion de
varios linajes celulares, el inconveniente en ambos casos es que al someter los
embriones a cualquier procedimiento en el que uno de jos parametros de
evaluacion sea la eclosién la transferencia tiene menor probabilidad tener éxito.

Con el uso de un medio de cultivo pueden ser evaluadas diferentes
caracteristicas tomo morfologia, etapa y grado de desarrollo, asi como calidad
embrionarnia, por lo tanto podria ser implementado como una prueba eii la que
embriones descongelados puedan ser evaluados antes de ser transferidos,
determinando su viabilidad en tan sélo unas horas.

4.7 Muerte celular

La apoptosis (muerte celular programada) es considerada una muerte celular
autodirigida, la cual se basa en mecanismos genéticos, activacién enzimatica, y
fragmentacion de ADN que afectan una célula y que pueden ser iniciados por un
reloj interno o igualmente por accién de agentes extracelulares, con la finalidad
de eliminar células anomales o células con un potencial inadecuado de
desarrollo (Manjo y Joris 1995).

El mecanismo de apoptosis morfoldgicamente se caracteriza porque fa céluta se

encoge, hay condensacion citoplasmatica y de la cromatina y se presenta
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fragmentacion del ADN. Durante la fase final del proceso apoptético, el nucleo
puede romperse formando fragmentos nucleares picnoticos, asi, la membraha
citoplasmatica forma cuerpos apoptéticos, que pueden ser fagocitados por
macrofagos o células vecinas (Betts y King 2001).

El proceso de apoptosis también ha sido descritc en diferentes etapas del
desarrolloc embrionario, estudios ultraestructurales han reportado la presentacion
de muerte celular espontanea en blastocistos de diferentes especies incluyendo
bovinos, sugiriendo que este podria ser el mecanismo por medio del cual los
embriones pueden eliminar células de la masa intema, y que poseen el potencial
de eliminar células anormales o con un inadecuado de desarrollo (Byme et al.,
1999).

Byme et al., (1999) encontraron ia presencia de células con caracteristicas
apoptéticas en embriones bovinos de 9 a 16 células, estando ausente en etapas
anteriores, ic que podria indicar que existe una sincronia entre el momento que
se activa ia maquinaria gendmica y los mecanismos apoptéticos, y pueden tener
como objetivo la eliminacién de células no viables en un embrién en desamollo.

La apoptosis esta muy relacionada con la calidad del embridon, Byme et al.,
(1999) demostraron que los blastocistos con menor nimero de células y mayor
incidencia de caracteristicas apoptoticas, poseen menor potencial de desamollo
al ser cultivados. Esto demuestra que cuando el porcentaje de muerte celular
llega a un nivel critico el desarmollo embrionario se detiene a pesar de ser un
mecanismo fisioloégico. En efecto en un estudio reciente (Marquez et al., 2004),
demostraron como embriones que han sido evaluados y clasificados como de
buena calidad al microscopio estereoscopico por personal calificado vy
almacenados por diferentes periodos en nitrdgeno liquido, presentaron dafio
celular al evaluarios por otros medios como la técnica de TUNEL que detecta el
grado de apoptosis.
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De la misma manera Fouladi-Nashta et a/., (2005) desarrollaron un método en el
que se puede evaluar la produccion de embriones provenientes de cultivos in
vitro por medio de la técnica de TUNEL, marcando a dos grupos de células, las
del trofoblasto y las de la masa celular intema durante el cuitivo, sin embargo
esta también es una técnica terminal e invasiva que no es aplicable a embriones
vivos. Por la informacién anterior se ha puesto de manifiesto la necesidad de
contemplar evaluacioﬁes postericres a la descongelacion de los embriones y
previas a la transferencia como el cuitivo, ya que en algunos casos la
transferencia se podria lievar a cabo cuando el dafio celular comprometa la
viabilidad del embridn afectando el éxito de la transferencia de embriones de

forma negativa.
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V. Objetivo general
Implementar ei cultivo de embriones bovinos como una prueba no invasiva, para

evaluar sus caracteristicas morfolégicas y grado de desamollo, determinando si

son viables para ser transferidos.

5.1 Objetivos particulares

¢ Determinar el grado de desamrollo de tos embriones cultivados por medio
de caracteristicas morfoldgicas a través de microscopia de luz.

e Analizar por la técnica de TUNEL el grado de muerte celular en
embriones cultivados.

5.2 Hipotesis

La técnica de cultivo en embriones bovinos, permitira establecer si su calidad y

viabilidad los hace aptos para su posterior transferencia.
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VI. Material y métodos

6.1 Fase de campo

Localizacién

La produccion de embriones se llevd a cabo en e! rancho “La Colorada”
armrendado por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, situado a 20°4’
latitud Norte y 97°3" longitud Oeste. La altura con relacion al nivel del mar es de
151m. El clima esta clasificado como Af (m) w” (e) caliente y himedo, con lluvias
todo el afo, sin estacion seca definida. La precipitacién pluvial media anual es
de 1991 mm y la temperatura promedic anual es de 23.7° C, con un rango entre
14 y 35° C (Garcia 1981).

Animales

Se utilizaron 20 vacas Cebli de la raza Brahman, los animales fueron sometidos
a una evaluacidon ginecolégica mediante palpacion rectal para verificar que se
encontraran libres de aiteraciones anatémicas y fisioldgicas que pudiera afectar
su fertilidad.

Superovulacion e inseminacion artificial

Los animales se sincronizaron mediante la aplicacion de dos inyecciones de
25 mg de PGF2a (Lutalyse-Upjohn Pharmacia, México) para inducir a aparicion
del celo aproximadamente 2 dias después (celo = dia 0). La siguiente aplicacion
de prostaglandina se realiz6 a los 14 dias. Las vacas que presentaron ceio
(permitir la monta por otra hembra) fueron sometidas al proceso de
superovulacion, a través de la aplicacion de 240mg de la Hormona Foticulo
estimulante (Folltropin V-Litton, México), a dosis decrecientes durante los dias 9,
10, 11, y 12 del ciclo estral (Lindsell et al., 1986); en el dia 11 por la tarde y en el
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12 por ia manana se aplicaron 25 mg de PGF2 a para la induccion del celo, los
dias 13 y 14 se realizo6 la inseminacién artificial a las 12 y 24 horas posterior a la
deteccion del celo. Los animales fueron inseminados con semen de toro Holstein
de calidad probada. La recoleccion de embriones se llevé a cabo por medio de

lavados uterinos 7 dias posteriores a ia primera inseminacion.
Evaluacion de los embriones

Los embriones fueron evaluados por un técnico y clasificados en fresco con
microscopio estereoscépico de acuerdo a los criterios establecidos por Lindner y
Wright (1983):

e Bueno.- Embridn esférico con tamario, color y textura uniformes, sin o
con algunas vesiculas.

¢ Regular.- Presenta algunos blastébmeros rugosos, varias vesiculas y
algunas células degeneradas

e Malo.- Muchos o casi todos los blastdmeros son rugosos, células
degeneradas y/o de varios tamanos, numerosas vesiculas de gran

tamario, pero se logra distinguir la masa embrionaria.
Congelacion

La congelacion se realiz6 en glicerol al 10%. Los embriones fueron colocados en
pajillas de manera individual, se colocaron a -6° C durante 2 minutos y se realiza
la induccién de la cristalizacidén, en el segundo paso, 10 minutos después se
reduce la temperatura 0.5 © C por minuto hasta -35 ° C y se transfirieron a
nitrégeno liquido (Josuan et af., 2004).

27




6.2 Fase de Laboratorio

Los embriones en estadio de mérula y blastocisto se mantuvieron almacenados
en un termo con nitrogeno liquido a una temperatura de -196 ° C por un periodo
de 5 meses, durante este periodo de tiempo los niveles del termo fueron
monitoreados 1 vez al mes y se recargaba hasta niveles 6ptimos recomendados
por el fabricante.

Descongelacién

La descongelacién se llevé a cabo por el método de tres pasos, se extrajeron las
pajillas del termo de nitrégeno, y se mantuvieron a temperatura ambiente
durante 15 segundos, después se depositaron en un termo con agua a 37° C por
10 segundos. A continuacion se transfiid el contenido de la pajilla a
concentraciones decrecientes del glicerol por 7 minutos en cada paso y después
se colocaron en holding Plus® el cual es un medio que contiene ingredientes
necesarios para mantener los embriones a temperatura ambiente, ademas de
aminoacidos, factores de crecimiento, antibidticos en donde se estabilizaron y
finalmente fueron transferidos al medio de cultivo que contiene McCoy (Microlab,

México®), suero fetal bovino y antibidticos.

Incubacion

Los embriones fueron incubados en McCoy®: 10 ml medio, 1 ml suero fetal
bovino, y 20 pl de antibiéticos, sobre filtros transparentes millicell-cm® de 0.4um.
Se colocaron en una caja de plastico con 6 pozos, tres embriones por pozo
debidamente identificado con 500 yl de medio de cultivo previamente preparado
a una temperatura de 37° C, 60% de humedad y 5% de CO,. Se monitoreo la
morfologia y el grado de desarrollo durante 24 horas por medio de fotografias a
los 30 minutos, 1 hora y después cada 2 horas hasta las 24 horas. Durante el
cultivo, cuatro embriones de cada clasificacién fueron retirados primero a las 4

28




horas, cuatro mas a las 12 horas y los restantes hasta las 24 horas para ser
procesados por la técnica de TUNEL (Roche Diagnostics Kit, Indianapolis, N,

USA), y determinar el grado de muerte celular (apoptosis).

TUNEL

Los embriones fueron fijados en parafolmaldehido al 4% (Aldrich Chemicals
Company Inc., USA} en PBS, pH 7.4 durante 30 minutos, después se lavaron 2
veces en PBS por 5 minutos, y después en solucion de Triton X-100 al 0.1%
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) en PBS por 5 minutos a 4°C, después se
lavaron en PBS por 5 minutos, al termino se incubaron durante 1 hora a 37° C
con 200 pl de solucién de TUNEL (Fluoresceina-Dutp y dinucleotidil transferasa
tdt). De esta manera, es posible detectar la fragmentacion de las cadenas de
DNA marcando el extremo 3'-OH utilizando un nucleétido marcado (flucresceina-
dUTP), mientras que la enzima tdt realiza la transferencia de los nucledtidos.
Esta transferencia es analizada con microscopio confocal LSM 5 pascal, Zeiss
(Argon-Krypton laser), con filtro BP 450-490.

6.3 Analisis estadistico

E! andlisis de los resuliados obtenidos se hizo por medic de estadistica
descriptiva. Se caicularon los porcentajes de desarrolio, morfologia y desechos
celulares en las tres categorias. Ademas, se realizé un Analisis de Varianza para
comparar el desarrollo de los embriones durante un periodo de 12 horas. En el
caso del nimero de nicleos apoptéticos en las tres categorias también se
realizd un Andlisis de Varianza, seguido por comparabiac')n de medias a través de
la prueba de Duncan, en ambos analisis se considerd un nivel de confianza del
95%.
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VIl. Resultados

7.1 Respuesta superovulatoria

Sesenta y cinco embriones fueron evaluados y clasificados de acuerdo a los
criterios establecidos, de estos se seleccionaron 45 embriones para ser
utilizados en el cultivo, quince embriones por cada categoria. (Figura.1.)

BUENO (A) REGULAR (B) MALO (C)

Fig.1. Microscopia de iuz en embriones bovinos de las tres clasificaciones a
30 min del cultivo. A- Embrién de buena calidad: Esférico con buena simetria,
masa celular bien definida, sin defectos en la zona pelucida. B: Embrion de
regular calidad: mayor espacic entre los blastomeros, color mas oscuro.
C: Embrién de mala calidad; blastomeros degenerados, abundantes desechos
celulares.

7.2 Evaluacién de los embriones

Se realiz6 una evaluacién de la clasificacién en los 45 embriones a las 4 horas
de cultivo en donde se encontré que el 80 % de los embriones clasificados como
buenos presentaron caracteristicas que concuerdan con los criterios
establecidos, como blastémeros compactos, color &mbar, sin vesiculas
evidentes y sin dafios en la zona pellcida, mientras el 20 % restante presenté
caracteristicas de embriones de regular calidad, como forma irreguiar en los
blastomeres, algunos espacios y detritus celulares. En cuanto a los embriones
regulares, 74 % present6 caracteristicas de acuerdo a su clasificacion original,
como blastdmeros mas separados, con mayor espacio entre ellos, pero sin
alteraciones en la zona pelicida, mientras que 20 % mostré una morfologia que
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coincidia con mayor analogia a la clasificacion de embriones buenos, y el 6 %
restante se observaron con retraso en su desarrolio, mayor cantidad de detritus
celulares y un color oscuro. Para los embriones clasificados como de mala
calidad e! 80% mostro caracteristicas acordes con esa clasificacion, como son
una marcada degeneracion, abundantes detritus celulares, y en algunos casos
fractura de la zona pelucida, en tanto que el 20 % restante manifesto similitud a
embriones de regular calidad, como mejor cohesién entre blastémeros y ningtin
defecto en la zona pelicida. (Figura. 2.)
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Embrién buena calidad Mismo embritn a
a 30 min de cultivar 4 horas de cultivo

—)

Embridn reguar calidad Mismo embridn a
a 30 min de cultivar 4 horas de cuttivo

—

Embrién mela calidad
a 30 min de cultivar 4 horas de eultivo

Mismo embridn a

Fig. 2. Embriones de las fres clasificaciones, fotografias de la izquierda a 30
minutos del cultivo, fotografias de la derecha, 4 horas después de cultivo.
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7.3 Evaluacion durante el cuitivo

Durante el cuitivo se evalué el desarrollo de 4 embriones de cada clasificacion
durante 12 horas, encontrando que los embriones de buena y regular calidad no
sufrieron cambios en su estructura y confinuaron de manera favorable con su
- desarrollo hasta 8 horas después de permanecer en el cultivo, mientras que los
de mala calidad en tan solo 2 horas presentaron cambios indicativos de
degeneracion y a partir de la cuarta hora no mostraron ningtin cambio favorable
en su desarrollo. (Cuadro.1.)

DESARROLLO
EN EL CULTIVO TIEMPO
% o m{30M 1H| 2H | 3H[ an] st e 7] 8n [ on [1on]110[ 120
BUENOS 100 75 50
REGULARES 100 75 50 25
MALOS 100 75 50 25

Cuadro. 1. Se muestra el desarrollo de 4 embriones de cada
clasificacion durante 12 horas en el cultivo, al finalizar este periodo 50 %
de los embriones de buena calidad continuaban con su desarrollo.
mientras que tan sélo el 25 % de los requlares y malos mostraban
caracteristicas de un desarrollo favorable.

De igual manera se calcularon los porcentajes de desarrollo en los 7 embriones
de cada categoria, que fueron cultivados por 24 horas. Los embriones buenos y
regulares mantuvieron un desarrollo favorable mas alla de 18 horas de iniciado
el cultivo, mientras que los embriones de mala calidad no mostraron indicios de
un buen desarrollo. Al evaluar el desarrolio en las tres diferentes clasificaciones
se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los embriones

clasificados como malos con respecto a los buenos y regulares.
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Fig. 3 La gréfica muestra la evaluacién expresada en porcentaje del desarrollo de
los embriones durante las 24 horas que estuvieron en el medio de cultivo. Se
encontrd diferencia estadistica de los embriones malos con respecto a los buenos

y reguiares (P<0.05).

7.4 Evaluacién de la morfologia en los embriones

En cuanto a la morfologia de los embriones, se calcularon los porcentajes de las
alteraciones para las tres clasificaciones, encontrando que los blastdmeros en
embriones buenos durante ias primeras 4 horas de cultivo mantuvieron una
buena cohesion entre ellos, posteriormente, el 30 % presentaron aigunas
iregularidades como ia presencia de desechos celulares y algunos granulos
blancos. Después de diez horas de cultivo esto aumento hasta 50 %, y para las
24 horas de cultivo el 70 % presenté alguna de estas caracteristicas. En el caso
de los embriones regulares, desde un principio ef 20 % mostro algun defecto,
como mayor oscurecimiento o algunos espacios entre blastémeros, esto fue
aumentando gradualmente en la cantidad de desechos celulares, e
irregularidades hasta concluir a las 24 horas con un 80 %. Por Ultimo, el 50% de
los embriones malos presentaron alguna o todas las alteraciones antes
mencionadas desde el comienzo del cultivo, llegando a 75 % después de cinco
horas y terminando con un 90 % a las 24 horas de cultivo. (Cuadro.2.)




MORFOLOGIA TIEMPO
% o M[306 1H| 20| 31| an] su] en] i [ st | s [1onf 11 120] 13n]14nf1sH] 24
BUENOS 100 70 30 50 50 30 70
REGULARES 80 20 85 35 5 55 30 70 |20 so
MALOS 50 50 2% 75 1090

Cuadro. 2. El cuadro muestra los cambios en la morfologia de los embriones durante las
24 horas de cultivo.

De igual manera, se cuantificd en porcentaje la cantidad de desechos celulares,
destacando que las tres clasificaciones mostraron en mayor o menor medida la
presencia de material de desecho, en el caso de los embriones buenos, desde el
- inicio hasta finalizar el cuitivo fue de 10 al 36 %, lo que se considera
practicamente normal, debido a que los embriones son organismos vivos que
tienen actividad metabdlica, aun cuando estén en un medio artificial. En tanto
que para los embriones regulares, comenzaron con un 18 % al inicio del cultivo
y terminaron con un 54 %, esto concuerda con las caracteristicas de los mismos,
sin embargo es hasta después de 8 horas dentro del medio de cultivo que el
porcentaje de desechos llega al 36%, lo que indica que estos embriones o
toleran sin sufrir alteraciones significativas que pongan de manifiesto una
considerable degeneracion. Para el caso de los embriones malos, cabe destacar
que en et inicio del cultivo sdlo contaban con 27 % de desechos celulares, pero
el incremento fue gradual hasta llegar al 70 %, al concluir con las 24 horas del

cultivo, Ib que indica un limitado potencial de desarrollo. (Cuadro. 3.)
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DESECHOS TIEMPO
CELULARES [om[s0m 1H] 2n| 3H] a0 [ sH] 6] ] su] on[ron{11H[120[13r] 1ae]15H] 24n
BUENGS 10 18 7 36 36
REGULARES 18 27 36 45 54 54
MALOS 27 36 45 54 70

Cuadro.3. El cuadro muestra la cantidad de desechos celulares durante e cultivo. Todos los
embriones mostraron cierta cantidad de desechos celulares y esta fue aumentando
gradualmente de acuerdo a su clasificacién.

7.5 Grado de apoptosis

En cuanto at grado de apoptosis, en todos los embriones se detectaron células
TUNEL-positivo, el incremento fue gradual para las tres clasificaciones. En los
embriones que fueron separados a las 4 horas del cultivo, embriones de buena
calidad mostraron un promedio de 15.4 + 2 células apoptéticas, mientras que los
de regular calidad tuvieron en promedio 18.5 + 3 y los embriones de mala
calidad presentaron un promedio de 25.3 + 1 encontrando diferencia estadistica
entre los embriones malos con respecto a los buenos y regulares {(P<0.05). En la
evaluacion que se realizé en fos embriones a las 12 horas, los de buena calidad
mostraron 17.6 + 1.5 céluias apoptdticas, en tanio que los regulares tuvieron
214 + 3 y los clasificados como de mala calidad presentaron 27.0 + 1,
encontrando diferencia estadistica entre los tres grupos (P<0.05). Por ultimo el
grado de apoptosis en los embriones a las 24 horas fue de 206 + 2 para los
embriones buenos, 254 + 3 en los regulares y 29.2 + 1 en los malos,
encontrando diferencia estadistica entre los embriones buenos con respecto a
los regulares y malos (P<0.05). (Figura. 4.)
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Figura. 4. La gréfica muestra el promedio de células apoptéticas en cada una
de las clasificaciones, a ias 4, 12 y 24 horas de cuitivo (P<0.05).

La evaluacién realizada con microscopio confocal permite demostrar que los
embriones de las tres clasificaciones a las 24 horas de cultivo, presentan un
mayor namero de células con proceso de apoptosis en los embriones de
regular y mala calidad, en los fres casos se presentan las fotografias en campo
oscuro con fluorescencia y con luz, para en contraste poder observar la zona

peilicida. (Figura.5.)
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Fig. 5. Evaluacién por medio de la técnica de TUNEL. Embriones de las tres
clasificaciones a las 24 horas de cultivo, (a) (b) (c), las flechas indican las células
apoptéticas, (d) (e} (f) ilustra el mismo embrion que la fotografia superior, con
microscopia de luz en la que se pueds observar la zona pel(cida.
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VI Discusidon

En general la evaluacién de la calidad de los embriones al ser descongelados
coinciden con los resultados de Marquez (2003) y Shea (1981), quienes
reportaron que embriones de buena calidad presentan una forma esférica, color
ambar y sin alteraciones de la zona pelucida, los regulares presentan ailgunas
imperfecciones en la zona pelicida, ademas de detritus celulares y algunos
blastomeros con forma irregular, en tanto que los malos poseen mayor cantidad
de desechos celulares y un nimero mas alto de blast()meros iregulares y en
degeneracion. Asimismo se encontré semejanza en ia evaluacién observada por
Albihn et al., (1990), quienes determinaron que en un blastocisto de buena
calidad hay una clara diferenciacion entre fas células trofoblasticas, células de la
masa celular intema y formacion del blastocele. Por otra parte Shamsudin y
Rodriguez-Martinez (1994), han descritoc en embriones regulares, blastdmeros
con espacios donde no se observa ningin elemento celular y menor ndmero de
uniones entre los blastémeros, y en el caso de los embriones de mala calidad,
estos presentaron caracteristicas especificas como blastdineros poco
delimitados, mayor cantidad de desechos celulares y en algunos se pudo
observar fractura en la zona pelGcida.

En cuanto a la evaluacion que se realizd en todos los embriones a las 4 horas de
ser cultivados, los resuitados concuerdan con lo reportado por Aguilar et al.,
(2002) quienes demuestran hasta un 30% de variabilidad en los criterios de
evaluacién, en el caso de este trabajo la variacion fue encontrada por armiba del
20%, siendo menor, pero aun denotando la subjetividad de la evaluacién por
medio de microscopia estereoscopica y de la misma forma se confima lo
mencionado por Farin ef al., (1985) acerca de que no hay constancia entre
evaluadores para la comecta clasificacion de los embriones, lo anterior sugiere
que los embriones producidos de forma rutinaria tienen cierto grado de error en
cuanto a su evaluacion, quedando claro que efectivamente en la actualidad se
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carece de algun método para evaluar y clasificar los embricnes de manera

precisa, objetiva y no invasiva para conocer la viabilidad de los embriones.

Al finalizar el cultivo se encontré que los embriones tuvieron buena adaptacion al
medio mostrando un grado de desarrollo en el que los embriones de buena y
regular calidad pasaron de la etapa que se encontraban hacia una mas
avanzada, resultados que concuerdan con Jousan et al., (2004) en donde
destacan que el uso de un sistema de cultivo puede propiciar el buen desarotlo
de los embriones, sin embargo los de mala calidad so6lo tuvieron un 25% de
desarrollo con lo que quedé demostrado que las posibilidades de estos para
lograr tener éxito al transferirios son casi nulas. Lo anterior sugiere que el cuitivo
de embriones es una prueba que permite diferenciar entre embriones que han
sido clasificados en principio como buenos y que en realidad no lo mostraron
durante el periodo de cultivo, 0 en el caso de algunos embriones de calidad
regular, de los cuales el 50 % mostré un buen desaroilo, llegando a ser similar
al de los clasificados como de buena calidad, y en el caso de ios embriones de
mala calidad se confirma que su capacidad para continuar con su desamollo es
limitada y que en tan solo un periocdo de 2 a 4 horas se pueden apreciar cambios
indicativos de una clara degeneracion.

Asimismo cabe destacar que las condiciones del medio de cultivo fueron
propicias para que los embriones continuaran con su desarrollo durante el
periodo establecido de cultivo, resultados que pueden compararse con los
encontrados por Lonergan et al., (2003), en los que realizaron cultivos por
d'rférentes periodos, mostrando una supervivencia del 100 % a las 24 horas de
cultivo. En el mismo estudio concluyen que las condiciones de cultivo tienen un
marcado efecto sobre la calidad de los blastocistos y, que los embriones bovinos
presentan una clara sensibilidad al ambiente que proporciona el cultivo en
determinado periodo provocando algunas alteraciones en el desamlb.
Asimismo, se produce una menor tolerancia en el proceso de congelamiento, por

lo que al menos bajo las condiciones de este experimento el medio de cultivo

40




utilizado no tuvo efectos negativos sobre los embriones dentro de las 24 horas

establecidas para su evaluacion. De igual forma queda demostrado que la
técnica de cultivo puede ser utilizada como una prueba diagnéstica para la
evaluacion de embriones descongelados por medio de la cual se obtendra
mayor informacion sobre su estado actual aumentando de esta manera el control
que se tiene sobre embriones que pudieron ser producidos y congelados en
condiciones distintas, pero en los que en ocasiones no se tiene conocimiento de
la procedencia de los embriones o durante cuanto tiempo han permanecido
almacenados y bajo que condiciones. En tanto que en el caso de embriones
frescos el cultivo se podria implementar como una prueba en campo para
evaluar a los que no presenten caracteristicas que o hagan ser clasificado como
embrion de buena calidad, y que al ser regulares o malos solamente podran ser
sujetos de una transferencia el mismo dia de la recoleccion pero con menores
expectativas acerca de las probabilidades de que logre una gestacion, de esta
manera si se implementara el cultivo de ios embriones por unas horas se podria
evaluar si es que éstos contindan con su desarrollo y determinar si son viables

para realizar {a transferencia.

Autores como Pereira et al., (2005) y Brandao et al., (2004) han evaluado
sistemas de cultivo en embriones a diferentes etapas de desarrollo, asi como el
prolongar el tiempo de cultivo hasta etapas posteriores a la eclosion, en ambos
casos se ha evaluado el potencial de los embriones para soportar las
condiciones del medio de cultivo y se ha demostrado gque ésfos poseen la
capacidad de desarrollarse, de igual manera los embriones han llegado hasta
etapas en las que da inicio la diferenciacion de varios linajes celulares. De hecho
la mayoria de los autores mencionados realizan evaluaciones en el desarrolio
embrionario de organismos provenientes de produccion in vitro debido a que no
han logrado mantener estandares adecuados en el desarrollo de los embriones.
Sin embargo en la mayoria de las ocasiones los embriones in vivo tienen una
mayor capacidad para desarroliarse y soportar las condiciones de diversos

medios de cultivo. El desempefio de los embriones que tuvieron un origen,
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maduracion, fertilizacion y desarrolio in vitro no ha logrado rebasar a los
embriones producidos de manera natural por medio de un protocolo de
superovulacion e inseminacion artificial. (Pomar et al., 2005, Gjorret et al., 2003).

En lo referente al uso de embriones previamente congelados, cabe mencionar
que a pesar de que estos sufren dafios debido al proceso de congelacion y
descongelacién (Dobrinsky 1996), en el presente estudio su desarrolio en el
medio de cultivo mostrd caracteristicas similares a los embriones que no han
sufrido este proceso en cuanto a su morfologia (Aguilar ef al., 2002), de esta
forma se demuestra que el cultivo puede ser empleado en embriones que han
permanecido congelados. De igual manera se sugiere que si la prueba se utiliza
en el caso de embriones en fresco, estos tendrian una mayor oportunidad de
demostrar por completo su potencial ya que no han pasado por el proceso de
congelacién y descongelacion.

En cuanto a la evaluacion realizada al termino del cultivo por medio de la técnica
de Tunel, se encontraron células Tunel-positivo en todos los embriones, estos
resultados concuerdan con los reportados por Marquez ef al., (2004} y Gjorret et
al, (2003) en el que detectaron células Tunel positivo en los embriones
evaluados aln en diferentes etapas.de desarrollo. Es sabido que el proceso de
apoptosis ocurre de manera natural siendo parte mismo del desarroilo y que esta
mediado por la maquinaria genética. En el presente estudio se observd que
embriones clasificados como buenos presentaron un menor nimero de células
Tunel-positivo (P<0.05) que los regulares y los malos, lo cual concuerda con el
desarrollo que tuvieron durante el tiempo de cultivo, sin embargo el 20 % de los
embriones clasificados como de regular calidad presentaron un grado de
desarrolio similar al de los buenos, logrando pasar de la etapa en que se
encontraban al inicio del cultivo hacia una mas avanzada, lo cual sugiere que
embriones que de manera comercial no son congelados y tan sélo se transfieren
en fresco, podrian ser evaluados por medio del cultivo y asi tener una altemativa

en la que se tenga la posibilidad de evaluar y clasificar los embriones de acuerdo
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a su desempefio durante el cultivo en un periodo corto de tiempo y de esta forma
la clasificacion no solo se base en la evaluacion que se otorga por medio del
microscopio estereoscopico, la cual ha demostrado cierto grado de subjetividad.
En cuanto al incremento gradual de células Tunel-positivo en las tres
clasificaciones de embriones los resultados reportados por Gjorret et al.,(2003),
mencionan que los producidos in vitro presentan un mayor grado de apoptosis
en las células de la masa celular intema que los de origen in vivo, asi en los
resultados obtenidos durante el presente trabajo la distribucion de las células
apoptdticas fue similar encontrando un mayor nmero en la masa celular intema,
sin embargo en los embriones de mala calidad la distribuciéon fue homogénea
para todo el embrion.

Es posible concluir que el someter a los embriones a un medio de cultivo podria
ser una herramienta atil tanto en el diagndstico de la calidad del embrién al
momento de la recoleccién, como un método que permita evaluar la viabilidad de
embriones almacenados en nitrégeno liquido.
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IX. Conclusiones y recomendaciones

Los resuitados obtenidos en este trabajo muestran que el cultivo de embriones
es favorable, ya que estos se adaptaron al medio de cultivo, tolerando el periodo
establecido, continuando con su desarrollo y mostrando caracteristicas que
-denotan la viabilidad de los mismos en tan sélo un lapso de 4 a 6 horas.

Aln cuando en el presente trabajo los embriones evaluados se mantuvieron
almacenados en nitrégeno liquido por un pericdo de 5 meses, se mostré que el
cultivo puede ser utilizado como un fitro en aguellos embriones que se
desconozca por completo su procedencia o no se tenga un buen registro de las
condiciones y tiempo de almacenamiento, ya que el realizar transferencia de
embriones sin conocimiento del estado de los embriones, implica, en el caso de
no tener el éxito esperado la desmotivacién por parte de los productores, asi
como un mayor desconocimiento de cual fue la verdadera causa por la que no
se tuvo éxito.

Por lo anterior se puede sugerir que el cultivo de embriones sea utilizado como
una prueba diagnostica en la que se evallen los embriones antes de ser
transferidos, y hacer un seguimiento posterior a la transferencia de los
embriones que sean seleccionados como viables, para conocer si se logra
incrementar la fertilidad y de esta forma ayudar a mejorar la técnica de
transferencia de embriones.

También se recomienda realizar otros estudios en los que puedan evaluarse un
mayor numero de embriones, asi como explorar la posibilidad de llevar este tipo
de prueba a condiciones de campo en donde se realicen cultivos de embriones
frescos recolectados in situ, para evaluar el comportamiento de los mismos y
ayudar de esta forma a la toma de decisiones en cuanto a que embriones deben
ser transferidos o no, asi como a poder realizar una mejor seleccion de los

embriones por congelar.
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