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Estudio comparativo sobre la clasificacion de embriones por
microscopia estereoscopica y microscopia electrénica de

transmisién en ganado Bos taurus
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. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar si los criterios de clasificacion
por microscopia estereoscopica son eficientes para embriones de ganado Bos
taurus al ser comparados con los criterios empleados por microscopia
electronica de transmision, ya que en Bos indicus se ha demostrado que los
criterios no son eficientes. Diez vaquillas de la raza Holstein fueron sometidas a
un programa de sincronizacion y superovulacion, inseminandolas artificialmente
alas 12 y 24 horas después de iniciado el celo, realizandose la recoleccién de
embriones a los 7 dias. Se colectaron sesenta embriones, los cuales fueron
clasificados y seleccionados mediante microscopia estereoscopica (MEst) con
base en los criterios de calidad establecidos por la IETS (Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones, por sus siglas en inglés)
distribuyendo para el estudio 10 embriones en cada calidad (buenos, regulares
y malos). Los cortes semifinos y finos fueron observados para clasificar a los
embriones procesados. Los resultados fueron analizados utilizando estadistica
descriptiva y para medir la concordancia que existia entre ellos se utilizo la
prueba de Kappa de Cohen. Al realizar las evaluaciones de los embriones
clasificados como buenos por Mest se observé que por MET aumentaron de 33
a 47%, mientras que los regulares bajaron de 33 a 20% vy los malos no
mostraron cambios. Con respecto al grado de concordancia entre los métodos
de evaluacidon se determin6é que esta es moderada. Estos hallazgos muestran
que la calidad en la que se observa deficiencia en los criterios de clasificacion
es la regular ya que las otras dos calidades son asignadas exitosamente. En
conclusion, los resultados del presente trabajo muestran como los criterios de
clasificacion propuestos por Robertson y Nelson (1998) en el Manual de La
Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria para Bos taurus son

eficientes.

Palabras clave: Bos taurus, calidad embrionaria, evaluacion morfoldgica,

microscopia electronica de transmisidn, microscopia estereoscopica.
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Il. Abstract

The objective of the following work was to determine if the criteria of
classification using stereoscopic microscopy is efficient for embryos produced
from Bos taurus as the technique in Bos indicus has shown to be not very
efficient. Ten Holstein heifers were superovulated and inseminated at 12 and 24
hours after the onset of estrus. Seven days later, sixty embryos were collected
and were classified by stereoscopic microscopy (SM) based on the quality
criteria established by the IETS, and distributed ten embryos in each quality

(good, fair and poor).

Later the semithin and ultrathin sections were watched to classify the embryos
already processed. The results were analyzed using descriptive statistics and to
quantify the agreement between the two methods of classification the test of
Kappa de Cohen was used. Embryos classified as good by SM it was observed
that when evaluated by ETM values varied from 33 to 47 %, whereas in
embryos classified as fair corresponding values were 33 to 20 %. No changes
were observed in poor quality embryos. With regard to the degree of agreement
between evaluation it was determined that this is moderate. These findings
show that the main quality in which there is discrepancy is the embryos
classified as fair. The other two categories were similar in the evaluation using
either ETM or SM.

In conclusion, the results of the present work show that the criteria of
classification proposed by Robertson and Nelson (1998) in the International

Embryo Transfer Society Manual (IETS) for Bos taurus is efficient.

Key words: Bos taurus, embryonic quality, morphological evaluation, electron

microscopy, stereoscopic microscopy.
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IIl. INTRODUCCION

En la ganaderia bovina a través de los afios se ha tratado de mejorar
genéticamente a los animales con la finalidad de aumentar la cantidad y calidad
de su produccién (Butler y Biggers 1989). Para ello, se han implementado
estrategias reproductivas, como es la inseminacion artificial (IA), método por el
cual se acelera el mejoramiento del hato comparado con la tradicional monta
natural. Sin embargo el progreso genético tardaria por lo menos de 6 a 7 afios
(Seidel 1981), por lo que la transferencia embrionaria (TE) seria la mejor opcion
después de la IA (Lohuis 1995). Al respecto, Christensen (1991) senala que
con la TE se logra un incremento genético del 50%.

La primera transferencia embrionaria la llevé a cabo Heape en 1891, en
conejos, pero tuvo que transcurrir aproximadamente un siglo para que se
volviera a utilizar y se desarrollara hasta convertirse en una herramienta de
mejoramiento genético. Betteridge (1981) en una amplia revisidén sobre el tema
describe que en 1951 se informd del primer éxito de TE en bovinos, sin
embargo no fue hasta los afos 70°s cuando esta tecnologia crece y
experimenta un auge comercial, principalmente para el ganado Holstein (Hasler
20006).

La TE ha sido mayormente adoptada para el ganado Bos taurus. Esto
probablemente se deba a que la fertilidad de este tipo de ganado es mayor que
la del Bos indicus. Los porcentajes de prefiez que presenta Bos indicus oscilan
entre el 32 a 50% (Montiel et al 2006, Donaldson 1984, Halley et al 1979,
Nogueira et al 2002) mientras que en el Bos taurus es de 60 a 70% con
embriones transferidos en fresco (Wright 1981, Spell et al 2001, Chartrain y
Picard 1988, Hasler 1992). En ambos biotipos, los porcentajes de prefiez
disminuyen un 10% cuando los embriones transferidos fueron congelados
(Niemann 1991, Dobrinsky 2002, Spell et al 2001, Hasler 1992, Godking et al

1987). Lo anterior sugiere que los resultados de la TE en el ganado de tipo Bos
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taurus son mas altos independientemente de que los embriones transferidos

sean frescos o criopreservados.

Otra diferencia consiste en que el numero de embriones transferibles (buena
calidad) obtenidos por donadora es menor en Bos indicus entre 3 y 7
(Donaldson 1984, Lépez et al 1995, Halley et al 1979, Aguilar et al 2002, Neto
et al 2004, Marquez et al 2005) que en Bos taurus, de 5 a 7 (Hasler et al 1983,
Barrios et al 1982, Hasler 1992, Neto et al 2004). De manera que en Bos
taurus generalmente se obtiene un mayor numero de embriones y de mejor

calidad.

Por otra parte Cutini et al (2000) indican que la calidad embrionaria influye en
los resultados de la TE, lo que sugiere que los embriones Bos faurus son de

mejor calidad que Bos indicus.

Sin embargo, lo anterior no ha sido esclarecido debido a la imprecision que
existe para asignar la calidad embrionaria. Farin et al (1995) demostraron que
la calidad asignada no es siempre la que le corresponde al embridn, existiendo
un rango de error de 32%. De la misma manera Van Somm et al (1996) y De
Leew (1996) demostraron que la concordancia que existe entre evaluadores es
pobre, lo que sugiere que la clasificacion embrionaria es un método inexacto

para la evaluacion de la calidad.

Por otro lado, Aguilar et al (2002) demostraron que la calidad asignada a
embriones Bos indicus es imprecisa ya que del 51% de embriones clasificados
como de buena calidad por microscopia estereoscoépica al ser evaluados por
microscopia electronica de transmision determinaron que solo el 24% de ellos
pertenecian a dicha calidad, asi mismo se observd un aumento en los
embriones clasificados como regulares y malos pasando de 24% a 29% y de
22 a 31% respectivamente. Estos resultados sugieren que los embriones no

siempre son clasificados correctamente en cuanto a su calidad y que los

X



criterios de clasificacion pueden ser imprecisos para el ganado cebu. Por lo
tanto, si se evaluaran correctamente los porcentajes de prefiez, probablemente

aumentarian.

Cabe senalar que los criterios de clasificacion empleados fueron establecidos
principalmente para el ganado Holstein por lo que existe la posibilidad de que la
inexactitud encontrada en la clasificacion de embriones cebu no sea adecuada
en embriones Bos taurus, por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar
la clasificacién embrionaria del ganado Bos taurus por medio de microscopia
estereoscopica confirmando resultados por microscopia electronica de

transmision.
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IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 CLASIFICACION EMBRIONARIA

La transferencia embrionaria cuenta con diversas herramientas que ayudan a
que se desarrolle satisfactoriamente, tal es el caso de la clasificaciéon
embrionaria, la cual ayuda a la seleccion de los embriones asignandoles un
nivel de calidad (buenos, regulares o malos) basado en parametros
morfologicos y estado de desarrollo (Overstrom 1996) los cuales son evaluados

por medio del microscopio estereoscopico.

La importancia de la evaluacion de la calidad embrionaria es que se ha visto
correlacionada positivamente con el éxito de la transferencia. Los porcentajes
de gestacion que se alcanzan al transferir embriones calidad 1 es de 60%,
mientras que con los de mala calidad solamente es el 27% (Tervit et al 1980,
Wright 1981, Lindner y Wright 1983, Hasler et al 1987, Godking et al 1987 y
Lopez et al 1995, Cutini et al 2000). Sin embargo, aunque este parametro ha
sido usado para predecir el porcentaje de prefiez existen limitaciones para

determinar la viabilidad del embrion.

4.2 EVALUACION DE CALIDAD POR MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA

La asignacion de la calidad embrionaria se basa en criterios de clasificacion
cuya aplicacién implica el conocimiento de la morfologia embrionaria, los

parametros morfolégicos y los principales estadios de desarrollo.

4.2.1 Morfologia embrionaria

Para llevar a cabo la evaluacion de los embriones es importante la
identificacion de las estructuras que lo conforman. Externamente se observa la

zona pelucida (ZP), capa que previene la dispersion de los blastomeros

12



apoyando la compactacion de los mismos (Jun et al 1998). Este proceso inicia
cuando el embridn presenta 32 células, es decir al quinto dia post ovulacion
(Van Soom et al 1997), denominandose a este estado de desarrollo como
morula (figura 1), en el cual internamente se observa el espacio perivitelino y
en él una masa compacta de células que mas tarde seran diferenciadas de
acuerdo a su posicién en dos tipos de células: a) del trofoblasto (las cuales
daran origen a parte de la placenta) y b) masa celular interna (Qque conformaran

al embridn y sus membranas).

Morfolégicamente estos dos tipos de células son diferentes, las del trofoblasto
son alargadas y se encuentran a la periferia de las células de la masa celular
interna, las cuales son de forma poliédrica irregular (Figura 2) (Massip et al
1981).

El estado de desarrollo que continua de la moérula es el blastocisto, donde los
dos tipos de células y la presencia de una cavidad llena de liquido, denominada
blastocele, ocupan la mayor parte del espacio perivitelino (80%) caracteristico

del blastocisto.

Por otra parte el diametro de los embriones bovinos (150 a 190um), el grosor
de la zona pelucida (12 a 15um) y el diametro de la masa celular interna (108 a
109um) (figura 3), en general son los mismos desde cigotos hasta blastocistos
sin importar la raza del animal, sin embargo en blastocistos expandidos el
diametro de la masa celular interna es significativamente mayor (142um) y la
zona pelucida mas delgada (9um) que los embriones en estados tempranos de
desarrollo sugiriendo que el adelgazamiento de la zona pelucida es causa de la

eclosion (Nakagawa et al 1991).

13



Figura 1. Microfotografia de una moérula en el cual se aprecia su zona
pelucida (ZP), espacio perivitelino (EP) y masa compacta de células
(MCC).Tomada de Leroy et al (2005b).

CT

MCI

Figura 2. Microfotografia al microscopio de luz del corte semifino de una
morula Bos taurus. Externamente se observa la zona pelucida (ZP), por debajo
el espacio perivitelino (EP) y en el interior el embrion representado por un
cumulo de células, las cuales se diferencian en dos tipos: i) las de la periferia
corresponden a las células del trofoblasto (CT) las cuales son de forma ovoide
ligeramente aplanadas de los polos vy ii) las células de la masa celular interna
(MCI), las cuales son de forma poliédrica irregular. Entre las células se
observan espacios intercelulares (*) que corresponden a la formacion temprana

del blastocele. Tincion azul de toluidina, Barra 50u. Tomado de Abe et al 2002.
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Figura 3. Microfotografia al microscopio de luz de un embriéon Bos taurus
recolectado al dia 7 mostrando la morfometria del embrion. Diametro total
del embrién ©E=183.28um, barra negra; didmetro de la zona pelucida
©ZP= 13.12um, barra roja corta y diametro de la masa celular interna
©OMCI= 108.86um- 114.41um, barra roja larga y blanca. Zona pelucida (ZP),

espacio perivitelino (EP) y masa celular interna (MCI). Aumento 400x

15



4.2.2 Parametros morfolégicos

Los parametros morfolégicos son las pautas que guian la calidad embrionaria y
son los siguientes:

A) Forma, la cual debe ser esférica.

B) Color, debe ser ambar con una tonalidad uniforme; esta caracteristica esta
relacionada con la presencia de vesiculas, intracitoplasmaticas. Los embriones
muy claros o muy oscuros poseen vesiculas, lo que indica problemas
metabdlicos ya que contienen lipidos que varian en tamafio y numero,
asociandose con embriones de mala calidad, problemas a la congelacién y
bajos niveles de sobrevivencia después de ser transferidos (Dorland et al 1990,
Noriega et al 1995, Hill y Kuehner 1998, Leroy et al 2005, Van Soom et al
2003).

C) El numero de blastdmeros, esta correlacionado con el estado de desarrollo,
esperando que contengan mas de 30 células, lo que indicaria que es una
morula (estado transferible) (Kuzan 1988). En este estado de desarrollo los
blastdmeros se encuentran compactados, propiedad que permite una buena
nutricion, contribuyendo a la formacién del blastocele y adquiriendo a la vista
una forma poligonal asi como un tamafo uniforme y simétrico.

D) Blastomeros extruidos, este parametro no es benéfico para el embrion ya
que son células que se quedaron en una etapa temprana de desarrollo y se
observan como células grandes en el espacio perivitelino, indicando
degradacion de las células y dependiendo de la cantidad se correlacionara con
el grado de degeneracion embrionaria disminuyendo por ende su calidad.

E) Zona pelucida (ZP), debe ser lisa, libre de irregularidades, no delgada, ya
que es la capa protectora del embridn que previene la dispersion de los
blastdmeros, crea un micro ambiente interno y facilita su paso por el oviducto
(Keefe et al 1997). En el caso de que se encuentre dafiada, disminuira la

capacidad de sobrevivencia al congelamiento ocasionando perdida de la
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viabilidad embrionaria (Da Silva y Metelo 2005, Noriega et al 1995) asi como

adherencia al plato de petri o a la pajilla (Robertson y Nelson 1998).

4.2.3 Criterios de clasificacion

Linares y King (1980) fueron los primeros en citar criterios de clasificacion
agrupando a los embriones en 3 categorias:

a) Normal, incluye a los blastocistos, los cuales muestran clara diferenciaciéon
entre las células de la masa celular interna y trofoblasto, siendo distinguible el
blastocele asi mismo presentan en el espacio perivitelino, uno o dos cuerpos
polares pero no otras células o detritus celulares.

b) En proceso de degeneracion, esta categoria contiene a los embriones que
no muestran clara diferenciacion entre las células del trofoblasto, masa celular
interna o blastocele; la ZP del blastocisto presenta algunas irregularidades sin
mostrar una buena relacidn morfolégica, encontrando células o detritus
celulares en el espacio perivitelino.

c) Degenerados, representa a los embriones con la zona pelucida rota o con
claros signos de degeneracion, con desprendimiento de blastdmeros, estos

ultimos de diferentes tamanos o en bajo numero.

Mas adelante Lindner y Wright (1983) redefinieron los criterios con la finalidad
de un mejor entendimiento a la evaluaciéon y morfologia embrionaria citando 4
categorias. La primera categoria (excelente) agrupa a los embriones que son
ideales; es decir de forma esférica, con células simétricas y uniformes en
tamano, color y textura. La segunda categoria (buenos) corresponde a los
embriones en los que se observan imperfecciones, como algunos blastomeros
extruidos, forma irregular y pocas vesiculas. La tercera categoria (regulares)
corresponde a embriones clasificados con problemas severos, es decir,
blastéomeros extruidos con presencia de vesiculas e incluso algunas células

degeneradas. La cuarta categoria (malos) son los que muestran mayores
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irregularidades morfolégicas, dentro de las cuales estdan un gran numero de
blastomeros extruidos, células degeneradas, células que varian en tamano,

numerosas vesiculas, sin embargo la masa celular interna aun parece viable.

Otro tipo de clasificacion fue propuesto por Kuzan (1988) quien le dio especial
importancia al comercio internacional por lo que hizo un listado de las
caracteristicas morfologicas para su descripcion las cuales requerian de la
aceptacion en general de todos los profesionales involucrados en el area, asi
agrup6 a los embriones en 6 categorias:

1) Excelente; embrion esférico, zona pelucida intacta, cumulo celular
perfectamente estructurado con células del mismo tamano, color y textura.

2) Bueno; embrion esférico o ligeramente elipsoidal, zona pelucida intacta, al
centro una masa compacta de células aunque podria apreciarse algun
blastémero suelto en el espacio perivitelino.

3) Regular; zona pelucida intacta o danada, blastdmeros de diferentes
tamafos, cumulo celular con un 30 hasta un 60% de blastémeros intactos y un
ligero retraso de desarrollo (estadio de 32 células).

4) Malo; zona pelucida intacta o dafiada, blastbmeros degenerados y sueltos
con menos del 30% de blastdmeros intactos y tempranos estados de desarrollo
(32, 16 células).

5) Embriones degenerados; zona pelucida normalmente intacta, cumulo celular
con aspecto desorganizado y suelto, blastbmeros de diferentes tamafos vy
pignoticos en muchos casos, estados de desarrollo de 2, 4, 8 hasta 16 células.
6) Ovocito sin fertilizar, rodeado de una zona pelucida intacta perfectamente
esférica.

Esta ultima propuesta de clasificacidén no presenta ninguna ventaja sobre las
anteriores, por lo que su uso no ha sido tan propagado como la de Lindner y
Wright (1983), clasificacion que aun en la actualidad es usada por diferentes
investigadores. Sin embargo, al existir diferentes tipos de propuestas,

Robertson y Nelson (1998) con la finalidad de estandarizar criterios,
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publicaron en el Manual de la Sociedad Internacional de Transferencia de
Embriones las caracteristicas de cada calidad, solo que en forma numérica, es
decir 1,2,3 y 4, también basados en la integridad morfoldgica:

La calidad 1 o buenos, corresponden aquellos embriones con una masa
embrionaria simétrica y esférica con blastomeros uniformes en talla, color y
densidad; esto acorde al estado de desarrollo esperado. Las irregularidades
deben ser relativamente menores, con el 85% del material celular intacto y la
masa embrionaria viable.

La calidad 2 o embriones regulares, cuentan con moderadas irregularidades en
la forma de la masa embrionaria, talla, color y densidad de las células
individuales; al menos el 50% del material celular debe estar intacto y la masa
embrionaria viable.

Los embriones de calidad 3 corresponde a los malos los cuales presentan
mayores irregularidades en la forma de la masa embrionaria, talla, color y
densidad de las células individuales, por lo que al menos el 25% del material
celular debe estar intacto y su masa embrionaria viable.

El grado 4 pertenece a los embriones muertos o degenerados, los cuales no

son transferibles.

4.2 4 Estados de desarrollo

Los estados de desarrollo utilizados en la transferencia embrionaria son los
morulas y blastocistos, los cuales tienen la capacidad de sobrevivir a la
congelacion, meétodo que facilita su comercializacion (Mohr y Trounson 1981).
Sin embargo, el éxito de estos estados de desarrollo depende del tiempo en
que ocurre la primera divisiéon, Lonergan et al (1999) informan que cuando la
primera division ocurre a las 30, 36, 42 y 48 h, la tasa de blastocistos que se

obtendran sera de 61, 35, 6 y 0% respectivamente.
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Por otra parte, dentro de la clasificacién embrionaria la IETS asigna un cédigo

de identificacion a cada estado de desarrollo, como se muestran en la figura 4.

Asi los embriones se clasifican de acuerdo a su grado de desarrollo en:
morulas tempranas, morulas, blastocistos tempranos, blastocistos, blastocistos

expandidos y blastocistos eclosionados.

Las morulas (del latin mora) normalmente son encontradas entre el dia 5 y 6;
dentro de los codigos de clasificacion propuestos por la IETS, se refiere como

estado 3 a la mérula temprana y 4 a la mérula.

La moérula temprana es definida como una agrupacion de células que tienden a
ser esféricas, observandose los blastomeros individuales, sin embargo son
dificil de discernir uno de otro, ocupando la masa celular el 80% del espacio
perivitelino. La morula es denominada moérula compacta, cuando los
blastomeros estan unidos fuertemente entre ellos formando una masa

compacta de células las cuales ocupan del 60 a 70% del espacio perivitelino.

Los blastocistos, son clasificados en cuatro etapas de su desarrollo: a)
blastocisto temprano, b) blastocisto, ¢) blastocisto expandido y d) blastocisto
eclosionado; siendo codificados numéricamente por la IETS como 5, 6, 7 y 8,
respectivamente.

a) Blastocisto temprano, este es un embrion en el cual se ha formado una
cavidad llena de liquido, llamada blastocele, dando generalmente una
apariencia de anillo, donde el embrién ocupa del 70 a 80% del espacio
perivitelino. En este estado de desarrollo es posible diferenciar entre la masa
celular interna y las células del trofoblasto.

b) Blastocisto, se caracteriza por presentar una mayor diferenciacion entre las

células del trofoblasto, que se observan mas oscuras y las células de la masa
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celular interna, que son mas evidentes. El blastocele ocupa la mayor parte del
espacio perivitelino.

c) Blastocisto expandido, el diametro del embrién incrementa dramaticamente,
junto con un adelgazamiento de la zona pelucida, en aproximadamente 1/3 del
grosor original. Los embriones recolectados en esta etapa frecuentemente
estan colapsados, esto es caracterizado por una pérdida completa o parcial del
blastocele.

d) Blastocisto eclosionado, son embriones que se encuentran en proceso de
eclosion o definitivamente fuera de la zona pelucida. Estos embriones pueden
ser esféricos, con un muy buen definido blastocele (no si estan colapsados). La
identificacion de este estado suele ser dificil para un evaluador sin experiencia
(Lindner y Wright 1983).
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2. 4 células

" 2. 2 células dia 3
1.1 célula (dia 2) ( )

(dia 1)

3. Mérula temprana
(dia 5) (dia 5-6)

(dia 4)

6. Blastocisto
(dia 7-8)

(dia 7)
(dia 6)

8. Blastocisto eclosionado
(dia 9) 9. Blastocisto expandido
7. Blastocisto expandido eclosionado (dia 9-10)
(dia 8-9)

Figura 4. Cédigo numérico de los estados de desarrollo embrionario asignados
por la IETS. El numero 1 identifica a un embrion de una célula. EI nimero 2
clasifica a los embriones entre 2 y 16 células (aproximadamente del dia 2 al 5).
El numero 3 agrupa a morulas tempranas, y del 4 al 9 comprenden embriones
en estado de post-compactacion como son ilustrados en la imagen. (Tomado
del Manual de la IETS)
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4.3 EVALUACION DE CALIDAD POR MICROSCOPIA ELECTRONICA

Antes de llevar a cabo la evaluacion de calidad a nivel ultraestructural de los
embriones es necesario conocer las diferencias a nivel celular entre los dos
estados de desarrollo embrionario, para lo cual se presentan las caracteristicas

ultraestructurales de mérulas y blastocistos.

4.3.1 Caracteristicas ultraestructurales de moérulas

Los embriones a través de su desarrollo no presentan ninguna diferenciacion
hasta llegar al estado de desarrollo denominado morula en el cual las
actividades fisiologicas de los embriones incrementan observandose cambios
ultraestructurales relacionados con el desarrollo y sobrevivencia después de la
transferencia (Abe et al 2002).

Uno de los primeros procesos que se observan en el desarrollo embrionario es
la compactacién, ya que inicia al quinto dia cuando el embrion presenta 32
células (Van Soom et al 1997, Koyama et al 1994) dando lugar a la formacién

de una morula.

Ultraestructuralmente las morulas, presentan dos tipos de células, las del
trofoblasto y masa celular interna. Las células del trofoblasto se localizan en la
periferia de la masa compacta y se caracterizan por presentar una baja
electrodensidad en su citoplasma, asi como proyecciones cortas y abundantes
que se despliegan de la membrana hacia el espacio perivitelino
correspondiendo a microvellosidades. En relacidn a organelos se observan
numerosas mitocondrias, aparato de Golgi, el cual ocupa la mayor parte del
citoplasma, abundantes vesiculas, gotas lipidicas y escaso reticulo
endoplasmico. Las células de la masa celular interna se encuentran localizadas

por debajo de las células del trofoblasto y son distinguidas por la moderada
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electrodensidad del citoplasma. En relacion a organelos presentan numerosas
mitocondrias, vesiculas, lisosomas y en menor cantidad gotas lipidicas, aparato
de Golgi, reticulo endoplasmico liso y rugoso. El nucleo en ambos tipos de
células, morfolégicamente cuenta en su interior con material electrodenso
granular que corresponde a cumulos de cromatina. Los tipos de unidén que se
presentan entre las células del trofoblasto son estrechas y desmosomas.
Ademas, entre las células del trofoblasto y masa celular interna, asi como entre
las mismas células de la masa celular interna, existen uniones comunicantes
(Abe et al 2002, Kanka et al 1999, Plante y King 1994).

Finalmente las moérulas, como todos los demas estados de desarrollo (excepto
el blastocistos eclosionado), estan rodeadas por una cubierta glicoproteica la
cual corresponde a la zona pelucida, esta debe observarse integra y con una
apariencia porosa, asi como con proyecciones citoplasmaticas de la corona
radiada que anteriormente hacian contacto con el ovocito (FIéchon y Gwatjin
1980, Linares y Ploen 1980, Visintin et al 2002).

4.3.2 Caracteristicas ultraestructurales de los blastocistos

Las células del trofoblasto son de forma alargada y se encuentran localizadas
en la periferia y al igual que en las morulas son faciles de diferenciar por la
ligera electrodensidad de su citoplasma. La membrana plasmatica en la parte
apical de las células proyectan numerosas y largas microvellosidades hacia el
espacio perivitelino y también es posible observar procesos de endocitosis. Los
nucleos de las células morfolégicamente presentan en su interior material
electrodenso granular que corresponde a cumulos de cromatina y presentan la
misma forma de las células (alargado). En relacibn a los organelos se
encuentran abundantes mitocondrias de forma redonda y /o alargada, estas
ultimas en mayor proporcion, también se observan gotas lipidicas y vesiculas

pero no tan abundantes como en la moérula. Por otra parte, las células de la
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masa celular interna son de forma poliédrica irregular y se encuentran situadas
en uno de los polos del embridn, ya que el otro contiene el blastocele. Estas
células son de moderada electrodensidad comparadas con las del trofoblasto y
no estan polarizadas (no presentan microvellosidades). El nucleo es esférico y
contiene dos nucleolos. El citoplasma presenta pocas mitocondrias vy
lisosomas; el aparato de Golgi aunque escaso es posible apreciarlo ocupando
una pequeia proporcidn cerca del nucleo, también se logra observar el reticulo
endoplasmico rugoso y en comparacion con las células del trofoblasto existe
una mayor proporcion de gotas lipidicas. Los complejos de union que existen
son los mismos que en las moérulas y ademas es factible apreciar células
muertas fagocitadas (Abe et al 1999, Linares y Pléen 1981, Massip et al 1981,
Plante y King 1994, Fair et al 2001).

4.3.3 Muerte celular

En el desarrollo embrionario se ha observado que existe muerte celular por lo
que con la finalidad de determinar la calidad del embrion es importante
reconocer el grado de muerte celular existente en moérulas y blastocistos, asi

como diferenciar ultraestructuralmente entre necrosis y apoptosis.

La muerte celular juega un papel importante en el desarrollo embrionario.
Existen dos formas de muerte celular, necrosis y apoptosis, las cuales se
diferencian con base en su morfologia. La necrosis, es caracterizada por la
desintegracion nuclear, hinchamiento celular, ruptura de membranas tanto
internas como externas, con la consiguiente liberacion de enzima al exterior y
dafo en las células vecinas; este tipo de muerte es considerada como
accidental. La necrosis es iniciada por algun dafo a la célula como hipoxia,
estrés caldrico o exposicion a toxinas (Wyllie et al 1980). En contraste, la
apoptosis se caracteriza por la condensacion de la cromatina, condensaciéon

citoplasmatica, fragmentacion nuclear y ausencia de células vecinas afectadas;
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indicativos todos estos cambios de que la muerte celular programada solo
afecta a una célula, la cual mas tarde sera fagocitada (Matwee et al 2000, Yang

y Rajarnabendran 1999).

El papel de la apoptosis o muerte celular programada durante los primeros
estados de desarrollo embrionario es desconocido pero podria ser la
eliminacién de células anormales o con un inapropiado potencial de desarrollo
(Hardy 1997). Se ha reportado que el porcentaje de blastocistos bovinos que
presentan anormalidades cromosomicas son el 72% in vitro y el 28% in vivo
(Viuff et al 1999) indicando que los embriones desarrollados de manera no
natural presentan un mayor numero de anormalidades o irregularidades que

son eliminadas mediante apoptosis.

Por otra parte, el grado de muerte celular varia con la edad del embrién, Hardy
(1997) en una extensa revision informa que la muerte celular esta relacionada
con el numero de células, observandose un mayor porcentaje en los
blastocistos. De igual manera Matwee et al (2000) al evaluar el porcentaje de
apoptosis en ovocitos inmaduros, ovocitos maduros, embriones de 8 - 16
células, moérulas y blastocistos encontraron el mayor grado de muerte para este
ultimo estado de desarrollo. Estos hallazgos concuerdan con Gjgrret et al
(2003) quienes concluyen que el blastocisto es el estado de desarrollo con el
mas alto indice de apoptosis, asi como también un mayor porcentaje en las

células de la masa celular interna.

Hardy (1997) indica que el numero de células muertas en blastocistos de raton
raramente exceden de 2 células apoptoéticas en el trofoblasto 6 4 en la masa
celular interna, concordando esto con los resultados obtenidos por Marquez et
al (2004) quienes encontraron no mas de 7 células apoptoticas en embriones
bovinos. Sin embargo, Hardy (1997) también encontré que en conejos

escasamente se presenta la muerte celular; por lo que el porcentaje de
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apoptosis que se encuentre no sélo se debe al estado de desarrollo si no

también a la especie.

Por lo tanto, la apoptosis puede ser utilizada como un criterio adicional en la
evaluacién morfolégica de la calidad y viabilidad embrionaria. Asi, en diferentes
estudios, al correlacionar la muerte celular con la calidad embrionaria han
encontrando una diferencia (10 vs 27% de células apotéticas) en embriones de
buena y mala calidad, respectivamente (Hardy et al 1989, Contreras et al 2007,
Pomar et al 2005); sugiriendo un menor numero de células apoptoticas para

embriones de buena calidad que para los de regular y mala.

4.3.4 Importancia de algunas caracteristicas ultraestructurales referentes

a la calidad celular

La zona pelucida (ZP), es una capa glicoproteica que rodea al ovocito y al
embrion en los estados tempranos de desarrollo, presentando importantes
funciones tanto en la fertilizacion como en el desarrollo embrionario. En la
mayoria de los mamiferos la ZP esta compuesta por 3 glucoproteinas, aunque
en algunas especies por 4. Una de estas glucoproteinas actua como receptor
para el espermatozoide, permitiendo asi que se lleve a cabo la fertilizacion
(Wassarman 1999, Keefe et al 1997, Sinowatz et al 2001). Una vez que el
ovulo fue fertilizado, este comienza a sufrir segmentaciones dentro del oviducto
(Eyestone y First 1990), el cual secreta proteinas que se adhieren a la ZP
confiriéndole resistencia para su posterior manipulacion (Duby et al 1997, Itoi et
al 2007). Tres dias después del proceso de blastulacion, se observa la
degradacion de la ZP, denominandose a este proceso eclosién (Rutledge et al
1999a). Otra de las funciones que presenta la ZP es el crear un micro ambiente
que permita mantener unidos a los blastdmeros para que se lleve a cabo el
proceso de compactacion, el cual, no se realizaria si la ZP presentara algun
dafio (Jun et al 1998, Betteridge y Féchon 1988).
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Por otra parte, existen informes donde la viabilidad del embrién se ha visto
comprometida por dafios que presentd la ZP por el proceso de congelacién (Da
Silva y Metelo 2005). Baguisi et al (1998) mencionan que el 50% de los
embriones de buena y regular calidad sometidos a la criopreservacion fallan al
momento de la eclosion, esto se explica por los dafos presentados en la ZP
que dan como resultado la pérdida de la capacidad de desarrollo embrionario.
Con base en esto, Wilson et al (1987) mencionan que en los equinos los
estados de desarrollo que sobreviven a la congelacion son los que se
encuentran antes del dia 6 ya que aun poseen su ZP. Estos hallazgos
demuestran la importancia de la presencia de la ZP en donde sin ella la

congelacion embrionaria no tiene éxito.

A nivel ultraestructural, por medio del microscopio electrénico de barrido, se
han detectado sobre la superficie de la ZP un promedio de 46 poros con un
diametro de 0.49um, sugiriéndose que la funcion de estos es transportar y
difundir nutrientes asi como prevenir la entrada de virus o bacterias (Da Silva y
Metelo 2005). Ademas, Vanronse et al (1999) informaron que el diametro de los
poros y el numero de ellos se reduce después de la fertilizacion bloqueando la
entrada de virus como el de la diarrea viral bovina y herpes virus, los cuales

presentan un diametro menor al de los poros.

Las microvellosidades son otras estructuras que juegan un papel esencial
dentro de la calidad celular, Koyama et al (1994) informaron que estas
aparecen a partir del estado de desarrollo de 8 células. Estas son delgadas y
en forma de hebra y su funcién, se ha relacionado con la formacién del
blastocele, ya que mediante la bomba de Na*/K ubicada en la membrana
plasmatica de las células del trofoblasto, regula el volumen celular y la
concentracion de iones (Watson et al 1999, Linares y Ploen 1981). Es decir, la
ausencia de microvellosidades en el estado de moérulas o blastocistos produce

la incapacidad de las células para continuar con el desarrollo. Sin embargo,
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después de la eclosién, ya no son tan necesarias ya que al dia 18 comienzan a
desaparecer encontrandose ausentes al dia 20; esto justo cuando se lleva a
cabo el primer contacto firme entre las células trofoblasticas y el epitelio uterino
(Guillomot y Guay 1982). De aqui, que la presencia y abundancia de las
microvellosidades en los estados de morulas y blastocistos son tomados en

consideracién para la evaluacion de calidad a nivel celular.

Por otro lado, la formacion del blastocele depende de la retencion del liquido,
permeabilidad de las células del trofoblasto y por la naturaleza de sus uniones
(Massip et al 1981, Hay-Schmidt et al 1998). Desde el estado de desarrollo de
2 células hasta la formacion de la morula, los blastbmeros han estado
acoplados eléctricamente (Boni et al 1999) y no es sino hasta la compactacion
cuando se comienzan a desarrollar los complejos de unidn entre los
blastdmeros, estableciéndose primeramente las uniones estrechas entre las
células del trofoblasto y mas tarde los desmosomas. La unién estrecha, tiene la
caracteristica de ser impermeable al paso de macromoléculas regulando asi el
transporte de agua y solutos entre las células, asi como también mantener la
arquitectura del blastocele (Mohr y Trounson 1981). Los desmosomas, son
caracterizados como uniones fuertes siendo estos capaces de resistir la
presion que ejerce el blastocele durante la expansion del blastocisto (Massip et
al 1981, Watson et al 1999). Cabe mencionar que los complejos de union no
s6lo son importantes para el subsiguiente desarrollo embrionario si no que
también son esenciales para la sobrevivencia de los embriones antes y
después del proceso de criopreservacion (Mohr y Trounson 1981). Por lo que la
evaluacion de la presencia de complejos de union, es también de suma

importancia para el desarrollo.
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4.3.5 Diferencias ultraestructurales entre especies

En un estudio comparativo a nivel ultraestructural entre blastocistos de
diferentes especies como el humano, raton y el bovino encontraron que existen
caracteristicas ultraestructurales en comun como son los complejos de unién
entre células del trofoblasto, las microvellosidades, las mitocondrias bien
desarrolladas y numerosos ribosomas. Sin embargo, también encontraron
diferencias como por ejemplo la ausencia del endodermo primitivo en el
blastocisto bovino pero no en el humano (Mohr y Trounson 1982). Estos
hallazgos son apoyados por Maddox-Hyttel et al (2003) quienes encontraron
que el endodermo primitivo no se observa en el embrién bovino si no hasta el

dia 9 cuando el blastocisto es liberado de la zona pelucida.

Otra diferencia observada entre especies es la formacion de una capsula
embrionaria al dia 6 en el embridn equino la cual aparece sobre la superficie de
la zona pelucida, observandose al dia 8 con un grosor de 1uym y sin zona
pelucida y para el dia 11 el didametro de la capsula es de 3um, lo que infiere
que la capsula se forma al dia 6 aumentando su grosor regularmente y

eclosionando de ella el embrién al dia 21 (Flood et al 1982).

Respecto a las microvellosidades Koyama et al (1994) al comparar los
embriones bovinos con el de los conejos mediante el microscopio electrénico
de barrido observaron que las microvellosidades del conejo son cilindricas y
mas delgadas mientras que las del bovino son en forma de hebra. Por otra
parte, también encontraron que en los embriones bovinos en estado de 2-8
células, los blastbmeros poseen microvellosidades que poco a poco van
aumentando hasta hacerse predominantes en el estado de 16 células, por lo
que este tipo de embriones exhiben una fase transicional de polaridad

caracteristica que no ha sido reportada en otra especie.
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Por otra parte, en relaciéon a los rumiantes, Rizos et al (2002) compararon
ultraestructuralmente a blastocistos ovinos y bovinos in vitro encontrando
diferencias a nivel celular como: a) un esparcido agrupamiento de las
microvellosidades en los bovinos e implicadas posiblemente con la baja
capacidad de absorcion y transporte activo de la célula; b) mitocondrias con
escasas crestas lo cual puede afectar la respiracion celular y; ¢) una mayor

cantidad de detritus celular en el bovino que en el ovino.

Adicionalmente en los embriones vitrificados encontraron mejores grados de
sobrevivencia para los ovinos que bovinos, sugiriendo estos hallazgos que las
caracteristicas ultraestructurales de los blastocistos ovinos confieren una mayor

resistencia a la vitrificacion que a los bovinos.

4.3.6 Criterios ultraestructurales de clasificacion

Los criterios de evaluacion citados a continuacion son dirigidos a embriones in
vivo, ya que en los obtenidos de forma in vitro la morfologia difiere (Crosier et
al 2000,2001), sugestivo de que el sistema de cultivo altera varias de las

caracteristicas morfologicas.

De las alteraciones morfolégicas in vitro encontradas en los embriones
Shamsuddin y Martinez (1994) observaron vacuolizacién citoplasmatica,
complejos de wunion cortos y poco abundantes, menor cantidad de
microvellosidades, numerosos fagosomas (indicativo de apoptosis), vesiculas
citoplasmaticas, gotas lipidicas, mitocondrias con escasez de crestas
(inmaduras) todo esto en ambos tipos de células. Por otra parte Mertens et al
(2007) senalan otras diferencias entre embriones in vivo e in vitro, las cuales
involucran un adelgazamiento tanto de la zona pelucida (12um) comparado con
el tamafio original (30um) como en el tamafio de los poros, los cuales son mas

pequefios que los encontrados in vivo. Estos hallazgos reflejan la influencia
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negativa sobre la viabilidad de los embriones obtenidos in vitro, ademas, de

coincidir en las caracteristicas observadas en los embriones de mala calidad.

De las caracteristicas que mayormente sobresalen en los embriones obtenidos
in vitro es la cantidad de gotas lipidicas (Abe et al 1999a, 2002a), la cual
aumenta conforme la calidad del embriéon disminuye, lo que ademas ocasiona
que la congelacién sea poco exitosa como fue demostrado por Ushijima et al
(1999) quienes al centrifugar a los embriones para retirar las gotas lipidicas
demostraron que el retiro de los lipidos aumenta el éxito en la criopreservaciéon

de estos.

Por otra parte, el establecimiento de los criterios de clasificacion utilizados para
la evaluacidén microscopica de los embriones in vivo fueron descritos por Abe et
al (1999, 2002) quienes evaluaron morulas y blastocistos mediante el
microscopio de contraste de fases invertido (método por el cual se tiene una
mayor apreciacion del embrién) para posteriormente describir las
caracteristicas ultraestructurales de cada estado de desarrollo en la calidad
asignada (buenos, regulares y malos), concordando sus resultados con las
caracteristicas citadas por Chartrain y Picard (1988) quedando los criterios de

clasificacion citados de la siguiente manera.

Calidad 1 6 buenos: Este grupo de embriones presenta la zona pelucida
intacta. El espacio perivitelino se encuentra libre de detritus celulares y/o
blastomeros extruidos.

Las células del trofoblasto presentan abundantes proyecciones citoplasmaticas
dirigidas hacia el espacio perivitelino y que corresponden a microvellosidades;
que dependiendo del estado de desarrollo en que se encuentre el embridn
seran cortas (morula) o largas (blastocisto). A nivel del citoplasma las células
del trofoblasto se caracterizan por presentar una ligera electrodensidad en

comparacion de las células de la masa celular interna. En relacion a los
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organelos se observan abundantes mitocondrias de forma redonda y/o
alargada con las crestas muy abundantes, tanto el aparato de Golgi como el
reticulo endoplasmico se encuentran bien definidos, los ribosomas se
presentaron como granulos oscuros, los lisosomas secundarios son poco
abundantes, existen escasos fagosomas (relacionado con la apoptosis) y
también pocas gotas lipidicas. Entre las células del trofoblasto se observan
largos y numerosos complejos de unidbn como desmosomas Yy uniones

ocluyentes.

Las células de la masa celular interna presentan los mismos organelos pero en
menor cantidad, no estan polarizadas (sin microvellosidades) y el tipo de unién

que mas se observa es la comunicantes.

Calidad 2 o regulares: la zona pelucida se observa intacta, en el espacio
perivitelino pueden presentarse en algunas ocasiones detritus celulares y/o
blastomeros extruidos. Estos ultimos son esféricos, sin microvellosidades y en
su citoplasma contienen numerosas vesiculas y gotas lipidicas. A nivel celular
es dificil distinguir entre los dos tipos de células por su densidad citoplasmatica.
Las células del trofoblasto presentan menos microvellosidades que las vistas
en los embriones de buena calidad. Internamente se aprecia el nucleo de forma
redonda con su envoltura nuclear bien definida asi como cumulos de cromatina
densa y en algunas ocasiones es posible observar vacuolas
intracitoplasmaticas. También se observan diversos organelos como
mitocondrias redondas y/o alargadas cuyas crestas son escasas e inclusive
algunas mitocondrias pueden estar vacuoladas, el aparato de Golgi es escaso,
el reticulo endoplasmico en su mayoria es liso y poco abundante, existe la
presencia de ribosomas libres, los lisosomas secundarios son abundantes,
existe moderada proporcion de fagosomas y una cantidad mayor de vesiculas y
gotas lipidicas todo ello en comparacién con los de buena calidad. Las uniones

presentes en este tipo de células son las uniones de tipo ocluyente y
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desmosomas, sin embargo se observan en menor cantidad y no tan largos
como los de buena calidad.

Las células de la masa celular interna presentan los mismos organelos que las
células anteriores pero en menor proporcion, el tipo de union entre ellas es

comunicante y estan desprovistas de microvellosidades.

Calidad 3 o malos: la zona pelucida se observa intacta, en el espacio
perivitelino se encuentra abundante presencia de detritus celulares asi como
blastomeros extruidos. A nivel celular, no se logran distinguir diferencias en la
densidad citoplasmatica entre los dos tipos de células. Las células del
trofoblasto presentan muy pocas microvellosidades o inclusive pueden estar
ausentes. Internamente se aprecia el nucleo con la envoltura nuclear en
algunos casos poco perceptible y el nucleolo vacuolado. Las células del
trofoblasto presentan diversos organelos como mitocondrias de forma redonda
y/o alargada con crestas escasas y vacuoladas, el aparato de Golgi es dificil de
identificar, el reticulo endoplasmico también es escaso, los lisosomas
secundarios son abundantes asi como también los fagosomas, vesiculas y
gotas lipidicas. Los complejos de unidn no se encuentran definidos.

Las células de la masa celular interna presentan los mismos organelos que las
células del trofoblasto pero en menor proporcion, el tipo de union entre ellas es

comunicante y estan desprovistas de microvellosidades.

De acuerdo a los criterios de clasificacion, se prefiere utilizar los embriones de
calidad 1 para ser congelados ya que presentan mayores posibilidades de
sobrevivir que los de mala calidad, ya que la criopreservacién ocasiona
cambios ultraestructurales. Mohr y Trounson (1981) encontraron que después
de la congelacién se presenta la pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica, de la membrana nuclear e inclusive el colapso del blastocele. Por
su parte, Fair et al (2001) sefalan el encogimiento del embrion, dafio a las

microvellosidades y acumulacién de detritus celulares en el espacio perivitelino.
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Ademas, Bagusi et al (1998) sefalan que la congelacion dafa la ZP, lo que trae
como consecuencia bajos porcentajes de prefiez por el simple hecho de que
hay embriones que no eclosionan, observando que del 70% de los embriones

de calidad 1y 2 el 50% de ellos fallan en la eclosién.

Por otra parte los complejos de unidn resultan ser fuertes a la congelacién asi
como el reticulo endoplasmico rugoso y mitocondrias (Mohr y Trounson 1981),

de ahi la importancia de su evaluacién en los embriones a nivel ultraestructural.

4.4 OTRAS FORMAS DE EVALUAR LA CALIDAD EMBRIONARIA

En la actualidad con el advenimiento de nuevas tecnologias, como la
manipulacion de embriones in vitro, los investigadores se han dado a la tarea
de identificar otras técnicas con las cuales se pueda medir la viabilidad
embrionaria, ya que con la evaluacion morfolégica los resultados obtenidos son
imprecisos principalmente cuando se emplea para ello la microscopia
estereoscodpica, sin embargo, diversos autores han sugerido que el uso del
microscopio de contraste de fases podria mejora la apreciacion del embrién y
por lo tanto la clasificacién (Linares y Pléen 1981, Dorland 1990, Linares y King
1980).

De las técnicas descritas para una evaluacién objetiva y no invasiva del
embrion se tienen el cultivo embrionario, la mediciéon del consumo de oxigeno,
la actividad metabdlica, el uso de Alamarblue (un indicador de crecimiento) y la

produccion de interferdn por las células del trofoblasto.
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4.4.1 Cultivo embrionario

El cultivo embrionario se ha caracterizado por ser un método no invasivo el cual
provee informacion acerca de la calidad embrionaria (Abe et al 2002a, Balaban
y Urman 2003).

Contreras et al (2007) al emplear un sistema de cultivo hasta por 24 horas
como método para evaluar la viabilidad en los embriones descongelados
producidos in vivo encontraron que los embriones clasificados por microscopia
estereoscédpica como buenos y regulares no presentaron cambios en el
desarrollo hasta las 7 horas, mientras que los de mala calidad a las 2 horas ya
presentaban cambios. Estos resultados sefalan que el cultivo es un método
efectivo para evaluar la viabilidad y confirmar la calidad de los embriones recién

descongelados para su transferencia.

4.4.2 Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno refleja el numero de células y la actividad mitocondrial;
la cual es valorada mediante el microscopio de escaneo electroquimico
(Sakagami et al 2007).

Diversos reportes han concluido que un alto consumo de oxigeno es indicativo
de que el embridn posee un potencial alto de desarrollo (Moriyasu et al 2007,
Abe et al 2007). Lopes et al (2005) encontraron que existe una relacion entre la
respiracion y el estado de desarrollo, donde los embriones al dia 3 (embrion de
4 células) presentan un bajo consumo de oxigeno comparado con los del dia 7
(blastocisto). De la misma manera Sakagami et al (2007) y Moriyasu et al
(2007) indican que el consumo de oxigeno es mayor para blastocistos que para

morulas (0.96 vs 0.52 x10* mol *', respectivamente).
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Por otra parte, Sakagami et al (2007) en relacién a la calidad embrionaria
observaron diferencias significativas en el consumo de oxigeno entre
embriones calidad 1y 2. Estos hallazgos indican que la medicién del consumo
de oxigeno puede ser una alternativa para evaluar embriones antes de ser

transferidos.

4.4.3 Actividad metabdlica

Una vez que se activa el genoma embrionario (4 a 8 células) se modifican los
patrones de la actividad metabdlica. Los nutrientes mas significantes en el
desarrollo embrionario son los carbohidratos y los aminoacidos los cuales

proveen energia y mantienen la funcion embrionaria (Gardner 1998).

Pinyopummintr” y Bavister (1996) encontraron que en los estados tempranos
de desarrollo (4 a 8 células) el piruvato y el lactato son las fuentes principales
de energia, sin embargo al irse diferenciando, la glucosa se vuelve

indispensable hasta la eclosion.

Por otra parte, Walker et al (1996) mostraron que los aminoacidos son
importantes tanto en el desarrollo temprano como en la morfologia del embrion.
Daniel y Krishnan (1967) encontraron 10 aminoacidos esenciales para el
crecimiento y expansion del blastocisto (metionina, serina, treonina, arginina,
lisina, histidina, triptofano, fenilalanina, leucina, y valina). Por su parte,
Hugentobler et al (2006) al analizar el fluido del oviducto y utero, encontraron
que la glicina es el aminoacido que se encuentra en mayor proporcién, aunque
su concentracién en el utero varia de acuerdo al dia, no asi en el oviducto.
Estos resultados demuestran que conforme el embrién se va desarrollando la

demanda de energia aumenta.
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No obstante, la evaluacion morfolégica se presume que refleja la actividad
metabdlica del embridn por lo que Rondeau et al (1995) y Gardner (1998)
sugirieron medir el metabolismo como un método para valorar el desarrollo
embrionario y la viabilidad. Rondeau et al (1995) incubaron en un medio de
cultivo metabdlico quimicamente definido embriones de buena y regular calidad
en un grupo y embriones de mala calidad en otro, y al medir la utilizacion de
glucosa e incorporacion de metionina encontraron que los embriones
agrupados como malos presentaron un bajo metabolismo mientras que los
embriones de buena y regular calidad no necesariamente presentaban una
actividad metabdlica normal. Estos resultados son indicativos de que los
parametros morfologicos no siempre reflejan una competencia metabdlica y
que los defectos funcionales no son detectados a la evaluacion visual,

sugiriéndose la implementacion de esta prueba como complementaria.

4.4.4 Indicador de crecimiento (ALAMARBLUE™)

Gracias a la eficacia de las nuevas tecnologias reproductivas relacionadas con
la produccion de embriones bovinos in vitro, se agrega a la lista otra prueba
para evaluar la calidad embrionaria basada en el desarrollo del mismo, lo que
se correlaciona directamente con el parametro especifico de crecimiento.
Carnegie et al (1998) proponen la evaluacién de la viabilidad embrionaria por
medio de Alamarblue™ (AB; AccuMed internacional Inc., Westlake, OH) el cual
es un indicador fluoro métrico y colorimetro del crecimiento al reaccionar a las
condiciones reductoras del medio de cultivo ocasionado en presencia del
crecimiento de las células. Estos autores sugieren que Alamarblue™ no solo
cumple como un indicador de la viabilidad embrionaria sino ademas es una
prueba sensible, no invasiva, no toxica y rapida para determinar la calidad de

los embriones bovinos y de raton.
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4.4.5 Produccion de interferon

El interferon trofoblasto (IFN-T) es una proteina producida por las células del
trofoblasto con la funcién de inhibir la produccion de los receptores para la
oxitocina y de esta manera interrumpir la liberacion de prostaglandina,

permitiendo que e lleve a cabo el reconocimiento de la gestacion.

El IFN-T es secretado por blastocistos bovinos por lo que es posible detectarlo
en un medio de cultivo (Larson et al 1999, Kubisch et al 1998). Ledezma et al
(1993) evaluaron la produccion de interferon trofoblastico con la finalidad de
determinar si la expresion inicial del interferdn reflejaba el estado de desarrollo
o la calidad embrionaria; para esto agruparon a los blastocistos en tempranos,
expandidos y eclosionados en dos calidades buenos y regulares, encontrando
que la produccién de IFN-T1, en relacion al estado de desarrollo, fue mayor para
los blastocistos eclosionados que en los tempranos o expandidos; en relacion a
la calidad se observdé una mayor produccion del mismo en los embriones
buenos que en los regulares. Estos hallazgos sugieren que el medir la
produccion de IFN-1 puede ser utilizado como un método confiable para la

evaluacion embrionaria la cual evidentemente esta relacionada con la calidad.
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4.5 FACTORES QUE AFECTAN LA CALIDAD EMBRIONARIA

La calidad del embrién se ve afectada por diferentes factores como son el
evaluador, la raza de la donadora, edad, época del afo en que son

recolectados los embriones y la calidad del ovocito (Callesen et al 1995).

4.5.1 Evaluador

El evaluador es la persona que juzga la viabilidad del embrién por medio de
parametros morfolégicos, asignandole para ello a cada uno un grado de calidad
(bueno, regular y malo) que representa las posibilidades de éxito de una

gestacion.

Callesen et al (1995) informaron que al considerar el estado de desarrollo y
calidad embrionaria por separado, solo el grado de calidad es
significativamente influenciado por el evaluador, hallazgo que es apoyado por
Farin et al (1995) quienes encontraron que existe una mejor concordancia entre
evaluadores para asignar el grado de desarrollo a los embriones que para la
calidad (89 vs 68 %, respectivamente). De igual manera, Van Soom et al
(1996) mediante un analisis estadistico de la prueba de kappa determinaron
que la concordancia entre evaluadores para asignar la calidad es pobre. Por
otra parte De Leeuw (1996) con la participacion de 29 evaluadores con
experiencia evaluaron, mediante cintas de video, 18 embriones producidos in
vivo antes y después de congelar, encontrando variaciones en 4 de los
evaluadores por lo que concluye que las cintas de video pueden ser usadas
para la deteccion de personas que deberian de volver a ser entrenadas en el
clasificado de embriones. Estos hallazgos demuestran como la experiencia del

evaluador es fundamental para asignar la calidad correcta.
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Con base en lo anterior, la clasificacion asignada a los embriones Bos indicus
es inexacta como lo demuestran Aguilar et al (2002) quienes después de
asignarle a cada embrion un grado de calidad, por medio de microscopia
estereoscoépica (MEst), volvieron a clasificar a los embriones pero esta vez a
nivel ultraestructural con la ayuda de microscopia electrénica de transmision
(MET). Ellos encontraron que del 51% de los embriones clasificados como
buenos por el primer método al ser evaluados por MET solo un 24%
pertenecian a esa calidad, asi mismo se observé un aumento en los embriones
clasificados como regulares y malos los cuales pasaron de 24 a 29% y 24 a
46%. Estos resultados demuestran que los embriones no fueron clasificados en
la correcta calidad y que el principal problema de la clasificacién se encuentra
en los embriones de regular calidad los cuales son confundidos con buenos y

malos.

En relacion al método de clasificacion, es decir al microscopio estereoscopico,
diversos autores han propuesto el uso del microscopio de contraste de fases
invertido para la evaluacién embrionaria ya que mejora la apreciacién de los
embriones y también asi se mejora la asignacién de la calidad y por lo tanto los
porcentajes de prefiez en la transferencia embrionaria (Linares y Pléen 1981,
Dorland 1990, Linares y King 1980).

4.5.2 Razas

La raza de la donadora es una fuente significativa de variacion en la
transferencia embrionaria, afectando tanto el desarrollo embrionario como el
numero de embriones viables (Asada et al 2004, Krininger et al 2003, Callesen
et al 1995). Donaldson (1984) evalu6 13 razas diferentes en relacion a
produccion y numero de embriones viables, de las cuales las mejores para la
produccion de embriones fueron Brangus (16), Simbrah (16) y Beefmaster (13)

y para el numero de embriones transferibles las mejores fueron Simmental (7),
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Brangus (7), Chianina (6), Beefmaster (6), Simbrah (6) y Saler (6). Estos
resultados muestran que de las 13 razas solo 6 fueron las que sobresalieron
como Optimas donadoras de embriones, sugiriendo diferencias entre ellas para

responder a un trabajo de transferencia embrionaria.

Otros estudios realizados en ganado Holstein encontraron que el numero de
embriones transferibles fue de 6 (Hasler et al 1983, 1992; Barrios et al 1982,
Neto et al 2004) mientras que para el cebu de 3 (Donaldson 1984, Aguilar et al
2002, Marquez et al 2005, Neto et al 2004), indicando estos resultados

diferencias entre la especie Bos taurus y la subespecie Bos indicus.

Diversos autores han encontrado diferencias entre la especie Bos taurus y la
sub especie Bos indicus dentro de las cuales se encuentra la dinamica folicular
(Niasari-Naslaji et al 1999), la cual es caracterizada por dos o tres ondas
foliculares aunque a veces cuatro en el Bos indicus (B6 et al 2003), también se
ha sefialado que esta subespecie posee una gran sensibilidad a las
gonadotropinas por lo que recluta un mayor numero de foliculos en una onda
folicular que el Bos taurus (33 vs 25%, respectivamente) (Baruselli et al 2006).
A todo esto Greve et al (1995) mencionan que una respuesta superovulatoria
alta incrementa la produccién de embriones de mala calidad.

Por otra parte, existen informes donde se relaciona el diametro folicular con la
calidad embrionaria (Tan y Lu 1990, Machatkova et al 2004, Hagemann et al
1999, Lonergan et al 1994). Se ha establecido que mientras mayor sea el
diametro folicular mejor sera la calidad del embrion. Bo et al (2003) mencionan
que el diametro folicular de la subespecie Bos indicus es menor que el de la
especie taurina (6.3mm vs 8.5mm), por lo que se sugiere que los embriones

Bos taurus son de mejor calidad que los Bos indicus.

Apoyando lo anterior se especula, que uno de los factores que podrian influir

en la baja calidad embrionaria en el ganado Bos indicus es el temperamento,
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ya que este no se adapta como el Bos taurus a un manejo frecuente de manga,
desencadenando situaciones de estrés que alteran o inhiben el pico
preovulatorio de LH ocasionando disturbios en la ovulacién (B6 y Cutaia 2004)
lo que traeria como consecuencia una baja calidad del ovocito y por lo tanto del

embridn.

Otra diferencia marcada entre estas dos especies es la resistencia al estrés
calorico por parte de los embriones Bos indicus pero no Bos taurus (Lopez et al
1995, Hernandez-Cerdn et al 2004, Krininger et al 2003). Lopez et al (1995)
trabajaron ambas especies bajo condiciones de tropico con la finalidad de
evaluar la respuesta superovulatoria, encontrando que el Bos indicus presenta
un mayor numero de embriones transferibles que el Bos taurus (7.8 £ 4.2 vs 6.6
1 4.1). De la misma manera, Putney et al (1988) reportaron un promedio mayor
de embriones recuperados en indicus pero embriones de mejor calidad en el
taurus. En relacién a esto, Kanuya et al (1997) muestran que la produccion de
embriones viables de la especie Bos taurus en un medio tropical es de (3.3
0.5), indicando que la raza tiene una influencia significativa sobre la calidad de
los embriones ya que cuando esta se encuentra en su medio habitual logra un

mejor numero de embriones transferibles que cuando esta fuera de él.

Krininger et al (2003), sefialan que los embriones Bos indicus son mas
resistentes a las elevadas temperaturas que los embriones Bos taurus, lo que
ha llevado a estudiar la ultraestructura de embriones bajo condiciones de estrés
calorico. Rivera et al (2003), reportan que en embriones Bos taurus in vivo
recolectados 48 h post inseminacién bajo condiciones de estrés calorico (41°
C), se observan movimientos de los organelos hacia el centro de los
blastomeros, el porcentaje de mitocondrias hinchadas incrementa, asi como el
numero de lisosomas, también se aprecia como el citoplasma se llena de

vesiculas y las membranas del reticulo endoplasmico y aparato de Golgi
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desaparecen, lo que explica la perdida de capacidad de los embriones para

desarrollarse hasta blastocistos.

Por otra parte, existen reportes donde los embriones provenientes de madres
Bos indicus, son mas dificiles de congelar que los Bos taurus. Zanenga (1993)
menciona, que el proceso de congelamiento para embriones cebuinos no es
igual de satisfactorio como lo es para los taurinos, por lo que sugiere un estudio
a nivel ultraestructural de embriones cebu, pues podrian existir algunas
diferencias a nivel celular. Para esto Visintin et al (2002), evaluaron embriones
Nelore (Bos indicus) y Holstein (Bos taurus) encontrando, que a nivel
ultraestructural los embriones Holstein presentan una gran proporcién de gotas
lipidicas en comparacion con el Nelore presentando este ultimo una gran
proporcion de vesiculas con contenidos de diferente electrodensidad que
presentan parcialmente material digerido pareciéndose a vacuolas fagosémicas
fusionadas con lisosomas secundarios. Contrariamente a estos resultados, en
un estudio aun no publicado se compararon las caracteristicas
ultraestructurales de embriones Bos indicus (Brahman) VS Bos taurus
(Holstein) encontrando que la primera especie contiene una mayor proporcion
de gotas lipidicas que la segunda, estos hallazgos apoyan el informe de
Zanenga (1993), sugiriéendose que las gotas lipidicas son la diferencia entre
ambas especies a nivel celular, las cuales impiden una congelacion exitosa asi
como mostrando una pobre calidad embrionaria (Abe et al 1999, 1999a, 2002,
2002b; Leroy et al 2005a, Isachenko et al 2001).

De la misma manera, Pegoraro et al (2004), evaluaron dos razas diferentes de
embriones Bos taurus encontrando a nivel ultraestructural que la raza Jersey
muestra una mayor proporcion de gotas lipidicas que la raza Holstein, lo que
indica que los embriones Jersey son mas dificiles de congelar que los Holstein,
asi mismo Pegoraro et al (2003), observaron que al congelar los embriones

Jersey por el método convencional la mayoria de las membranas pierden su
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integridad asi como también se observan cristales, los cuales dafan las células
lo que explica los bajos porcentajes de sobrevivencia de los embriones Jersey
después de ser descongelados convencionalmente. Estos hallazgos indican la
influencia que tiene la raza y la variabilidad para la produccién de embriones de

buena calidad.

Con base en lo anterior Saalfed et al (2003), compararon la congelacién
convencional con la vitrificacion concluyendo que el mejor método para
criopreservar embriones Jersey (con un contenido alto de gotas lipidicas) es la
vitrificacion, de la misma manera Pryor et al (2007), sugieren a la vitrificacion
como el mejor método para congelar embriones Brahman, los cuales también

son encontrados con un alto contenido de gotas lipidicas.

Todo esto sugiere que la raza definitivamente influye en la calidad embrionaria
por lo que es importante identificar la raza de la donadora para de esta manera
seleccionar el mejor método de criopreservacion ya sea el convencional o la

vitrificacion.

4.5.3 Edad de la donadora

En diversos estudios han reportado que al aumentar la edad de la donante
disminuye el numero de ovulaciones, tasa de fecundidad y la calidad
embrionaria (Lerner et al 1986, Hasler et al 1983, Walton y Stubbings 1986).

En la actualidad, con la finalidad de reducir el intervalo entre generaciones se
ha implementado el uso de novillas en los programas de transferencia
embrionaria con las que se lograra un cambio genético rapido y se obtendran

embriones de mejor calidad.
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Existen informes en los que la edad de la donadora influye en la calidad
embrionaria positivamente. Lépez et al (1995) al evaluar entre vacas y novillas
en el trépico no encontraron diferencias en el promedio de embriones
recuperados por donadora sin embargo, observaron cierta superioridad de las
novillas en el promedio de embriones transferibles, o que indica que los
embriones de las novillas son de mejor calidad. Apoyando estos hallazgos
Leroy et al (2005b) compararon la calidad embrionaria de novillas VS vacas
Holstein encontrando que solo el 13 % de los embriones de vacas fueron
categorizados como de buena calidad comparado con el 63% de las novillas.
De la misma manera Sartori et al (2002) concluyen que los embriones de

novillas (11-17 meses de edad) son de mejor calidad que los de vacas.

Por otra parte Leroy et al (2005b) encontraron que el factor asociado con la
calidad es el color el cual puede ser oscuro o palido y Leroy et al (2005)
mencionan que el color oscuro son los que menos resisten a la
criopreservacion debido a una excesiva acumulacion de lipidos. Estos dos
estudios concuerdan con que los embriones de vaca presentan una apariencia
oscura citoplasmatica por lo que concluyen que los embriones de vaca son de
menor calidad comparados con los de las novillas. Una posible explicacién a
estos hallazgos seria que el color esta influenciado tanto por la produccion del
animal como por su alimentacion (Leroy et al 2004, 2005, 2005b; Dawuda et al
2002, Sartori et al 2002).

Sin embargo existen reportes en los cuales la edad influye de manera negativa
y esto es cuando se utilizan hembras prepuberes (3 meses de edad) (Gandolfi
et al 2000, Driancourt et al 2001, Holm et al 1987) donde la capacidad de
desarrollo del ovocito es bajo comparado con el de las vacas (Revel et al
1995). Estas diferencias son interpretadas con base a diferencias en los niveles
hormonales (Paz et al 2001) e incompleta maduracién citoplasmatica

(Mermillod et al 1998) lo que pudiera ser corregido con una alta concentraciéon
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de FSH (Palma et al 2001a). En conclusion, la edad es un factor importante en
la calidad embrionaria asi como determinante para iniciar una superovulacion y

por lo tanto la recoleccion embrionaria.

4.5.4 Epoca del afio

En diversos estudios se ha observado el efecto que tiene la época del afo
sobre el éxito de la transferencia de embriones. Bastidas y Randel (1987)
reportan que la peor época para realizar un trabajo de transferencia de
embriones en ganado Bos indicus es otofo e invierno mientras que Randel

(1984) senala como mejor época al verano.

En relacion a embriones transferibles (embriones de buena calidad) Bastidas y
Randel (1987) realizaron recolecciones de embriones en dos épocas del afno,
otono e invierno obteniendo un promedio de embriones recolectados por
donadora de 4.2 y 2.9 respectivamente, estos datos sugieren que el numero de
embriones recuperado por donadora se ve afectada por la época del ano,
diferencia que podria deberse a una mayor disponibilidad de alimento. De la
misma manera Rutledge et al (1999) menciona que los efectos estacionales

causan variacion en la produccion de embriones.

Por otra parte en relacién a porcentajes de prefiez Shea et al (1984) y Bastidas
y Randel (1987) reportan bajos porcentajes en la época de invierno comparado
con el otofo. Por lo que se sugiere que la mejor etapa para llevar a cabo tanto
una recoleccion embrionaria como la transferencia de estos en ganado Bos

indicus es la época de lluvias.

Apoyando esto, Marquez et al (2005) evaluaron la calidad de los embriones
cebu en dos épocas del afio (época de secas y época de lluvias) mediante la

técnica de Tunel y confirmaron por microscopia electronica de transmision
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encontrando que los embriones de mejor calidad se recolectan durante la
época de lluvias ya que fueron los que se observaron con mejor apariencia
morfolégica en comparacion a los de la época de secas. Estos resultados
sugieren que la transferencia de embriones en ganado Bos indicus debe
realizarse en época de lluvias o proveer a las donadoras y receptoras de una

buena alimentacion.

Por otra parte Ryan et al (1993) y Hasler et al (1983) al evaluar a la especie
Bos taurus observaron que los mejores porcentajes de embriones transferibles
(buena calidad) son durante la época fria que calurosa, sugiriendo estos
resultados que dependiendo de la especie sera la forma en que la época del

afo afectara o ayudara en la calidad de los embriones.

Ademas de influir la estacionalidad sobre la calidad embrionaria analizando una
etapa anterior también influye sobre el ovocito el cual determina la calidad
embrionaria. Zeron et al (2001) informan que en Holstein la mejor época para
recolectar ovocitos es en invierno con 7.5 por ovario, mientras que en verano
solo se recolectan 5 por ovario. También senalan que en invierno se alcanza un
desarrollo mas alto de blastocistos que en verano. Estos resultados muestran
las diferencias en la capacidad de desarrollo de los ovocitos en diferentes
épocas del afo. En el ganado Bos taurus la mejor época del afio es la época

de frio.

4.5.5 Calidad del ovocito

La influencia de la calidad del ovocito sobre la calidad embrionaria ha sido

reportada en bovinos mas que en cualquier otra especie (Sirard et al 2006).

La calidad del ovocito ha sido definida como la capacidad de desarrollo hasta

blastocisto (Merton et al 2003) y ha sido evaluada con base en criterios
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morfolégicos como el tamafio del foliculo, el numero de capas de las células de

la granulosa y el diametro del ovocito (Wang y Sun 2007).

En relacién al tamano del foliculo existen informes donde muestran que el
desarrollo de los ovocitos a blastocistos es alto durante las fases de
crecimiento folicular que durante la etapa de dominancia (36 vs 27%
respectivamente), sin embargo también muestran que los ovocitos colectados
de foliculos dominantes (>13mm) producen un mayor numero de blastocistos
comparados con los que miden de 3 a 8mm (Machatkova et al 2004,
Hagemann et al 1999, Tan y Lu 1990, Lonergan et al 1994). Estos hallazgos
sugieren que la calidad de ovocito aumenta conforme se incrementa el tamafio

folicular.

Por otra parte, la calidad del ovocito también es evaluada por el numero de
células de la granulosa las cuales van en relacion al tamano del foliculo, asi los
foliculos pequefos contienen ovocitos rodeados de 2 6 4 capas (Sirard et al
2006) mientras que los grandes de 5 capas. Bilodeau-Goeseels y Panich
(2002) clasificaron a los ovocitos en seis clases de acuerdo al numero de capas
de las células de la granulosa y a la textura de su citoplasma. Clase | =25 capas
de la células de la granulosa (CG) y textura homogénea en el citoplasma.
Clase Il 25 CG vy ligera granulacion del citoplasma. Clase Ill < 5 CG y
citoplasma homogéneo. Clase IV <5 CG y citoplasma granulado. Clase V 0 CG
citoplasma variable y clase VI = 1 CG con citoplasma granulado. Al evaluar los
porcentajes obtenidos de blastocistos en cada clase, encontraron que los
mejores porcentajes se obtienen de los ovocitos con mas de 5 capas.

Otro criterio que se toma en cuenta para la calidad del ovocito es su tamafo, ya
que en foliculos primordiales mide 30um y aumenta en foliculos antrales (10-
15mm) hasta 130um (Greve y Callesen 2005, Merton et al 2003) donde la
premaduracion y maduracién del ovocito ha ocurrido, la cual es crucial para la

calidad (Merton et al 2003). Arlotto et al (1996) determinaron que los ovocitos
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con un diametro 2115um son los que normalmente llegan a estado de

blastocisto comparado con los chicos.
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V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si los criterios de clasificacion por microscopia estereoscépica son
eficientes para embriones de ganado Bos taurus al ser evaluados por

microscopia electronica.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el nivel de concordancia entre los métodos de evaluacion

microscopica.
5.3 HIPOTESIS
Los criterios de clasificacion de embriones Bos taurus por medio del

microscopio estereoscopico concuerdan con la evaluacidn de microscopia

electronica.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 FASE DE CAMPO

Esta primera fase se realiz6 en el estado de Aguascalientes situado a N 28° 28
,821°37, E 101° 51,0 102°53" (Gobierno de Aguascalientes, 2004),
en el rancho “La Escondida” donde se llevd acabo la sincronizacion,

superovulacién y recoleccion embrionaria.

Para tal fin, se utilizaron 10 vaquillas de la raza Holstein (Bos taurus)
sometiéndolas a examen reproductivo con la finalidad de verificar que no

presentaran alteraciones anatdomicas que interfirieran con la fertilidad.

Previo a la superovulacion las vaquillas fueron sincronizadas con la finalidad de
determinar el calor base (dia cero), a partir del cual se contaron 10 dias para
iniciar el tratamiento superovulatorio. La sincronizacién consistié en la
administracién de dos aplicaciones de 100ug de GnRH (Ovalyse, Pfizer
México) separadas por un intervalo de 7 dias. Posteriormente al dia 14 se
aplicaron 25mg de PGF2a (Lutalyse; Pfizer México) llevandose a cabo la
deteccién continua de calores. La superovulacion fue iniciada al dia 10 del ciclo
estral, administrandose una cantidad total de 280mg FSH-P1 (Folltropin-V®
BIONICHE) a dosis decrecientes, durante cuatro dias. A las 72 horas de
iniciada la superovulacion, se administraron dos dosis de 25mg de PGF2a con
un intervalo de 12 horas entre cada aplicacion, con la finalidad de inducir el
celo; una vez detectado este, se inseminaron con semen Brahman a las 12 y
24 horas (Roelofs et al 2006), realizandose la recoleccion embrionaria al
séptimo dia después de la primera inseminacién artificial por el método no
quirurgico citado por Elsden et al (1976). Una vez terminada la recoleccion a
las hembras donadoras se les administraron 25mg de prostaglandina con la

finalidad de provocar la lisis de los cuerpos luteos (cuadro 1).
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PROTOCOLO DE SINCRONIZACION Y
SUPEROVULACION

FECHA HORARIO
DIA Sincronizacion
1 GnRH 100ug
7 GnRH 100ug
14 PGF2a 25mg
17 (estro=dia Deteccion de celos
cero)
Superovulacion
AM PM
10 50mg FSH 50mg FSH
11 40mg FSH 40mg FSH
12 30 mg FSH + 30mg FSH +
25mg PGF2a 25mg PGF2a
13 20mg FSH 20mg FSH
14 Deteccion de celos e
15 inseminacion.
22 Recoleccion de Embriones
8:00 AM

Cuadro 1. Esquema del tratamiento superovulatorio.

6.2 FASE DE LABORATORIO

Los embriones fueron clasificados utilizando un microscopio estereoscopico
(Stereo Zomm®6) donde la busqueda se realizé6 a un aumento de 15x y la
evaluacién a 60x, de acuerdo los criterios citados por Robertson y Nelson
(1998) en el Manual de la Sociedad Internacional de Transferencia de

Embriones.

Criterios de calidad para microscopia estereoscépica

CALIDAD 1: Excelente o bueno. Corresponde a aquellos embriones con una
masa embrionaria simétrica y esférica con blastdmeros uniformes en talla, color
y densidad. Estos embriones coinciden con el estado de desarrollo esperado.

Las irregularidades deben ser relativagnente menores y al menos el 85% del



material celular debe ser una masa embrionaria viable e intacta. La superficie

de la zona pelucida debe ser lisa y no céncava.

CALIDAD 2: Regular. Moderadas irregularidades tanto en la forma de la masa
embrionaria como en tamafo, color y densidad de las células. Al menos el 50%

de la masa embrionaria debe estar intacta y viable.

CALIDAD 3: Pobre o mala. Mayores irregularidades en la forma de la masa
embrionaria, tamafio, color y densidad. Al menos 25% del material celular debe

estar intacto y viable.

CALIDAD 4: Muerto o degenerado. Embriones degenerados, ovocitos o

embriones de 1 célula: no viables.

Una vez clasificados los embriones de acuerdo a su calidad, fueron procesados
para microscopia electronica de transmisién, procediendo a la fijacion por
inmersion en fijador de Karnovsky modificado pH 7.4 el cual contenia
glutaraldehido 2.5 % y paraformaldehido 1.0% (Karnovsky, 1965)
manteniéndolos durante 30 minutos; posteriormente fueron lavados en solucion
amortiguadora a base de cacodilato de sodio 0.1M, pH 7.4, transportandolos al
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (UNAM). Posteriormente se llevd a cabo la post fijacion con
tetradxido de osmio al 1 % durante una hora. Después se realizé la
deshidratacion de las muestras en alcohol etilico a través en una serie de
concentraciones ascendentes (70, 80, 90, 95 y 100%), permaneciendo por un
lapso de 20 minutos en cada una, realizandose finalmente la infiltracion en
EPON 812 (Pelco Internacional, México), comenzando por colocar las muestras
en acetonitrilo, con dos cambios de 20 minutos y después en diluciones de
resina 1:1 (acetonitrilo en relacién a EPON) y 2:1 cada una con un tiempo de
una hora, y después en EPON puro donde permanecieron por 24 h a
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temperatura ambiente. Finalmente las muestras se incluyeron en EPON en

moldes y se polarizaron en una estufa a 60° C durante 24 horas.

Una vez terminado el proceso, se realizaron cortes semifinos (1u) del embridn
en el ultra microtomo LKB (NOVA) los cuales fueron tefiidos con azul de
Toluidina al 0.5% analizandose al microscopio de luz con la finalidad de
determinar el nivel en el cual se deben de realizar los cortes finos, y ademas se
aprovechd para clasificar nuevamente los embriones utilizando los mismos

criterios que para microscopia estereoscopica.

Posteriormente, se obtuvieron cortes finos (50-70 nm), contrastandolos con
acetato de uranilo y citrato de plomo, los cuales fueron montados en rejillas de
cobre de 100 mesh para su revision ultraestructural en el microscopio
electronico de transmision (Jeol Jem 1010, 60KV) de acuerdo a criterios que se
establecieron basados en resultados encontrados por Abe et al (1999) y Abe et
al (2002).

Criterios de clasificacion para microscopia electronica de transmision
Calidad 1 6 buenos: Este grupo de embriones presenta la zona pelucida
intacta. El espacio perivitelino se encuentra libre de detritus celulares y/o
blastomeros extruidos.

Las células del trofoblasto presentan abundantes proyecciones citoplasmaticas
dirigidas hacia el espacio perivitelino y que corresponden a microvellosidades;
que dependiendo del estado de desarrollo en que se encuentre el embridn
seran cortas (moérula) o largas (blastocisto). A nivel del citoplasma las células
del trofoblasto se caracterizan por presentar una ligera electrodensidad en
comparacion de las células de la masa celular interna. En relacion a los
organelos se observan abundantes mitocondrias de forma redonda y/o
alargada con las crestas muy abundantes, tanto el aparato de Golgi como el
reticulo endoplasmico se encuentran bien definidos, los ribosomas se
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presentaron como granulos oscuros, los lisosomas secundarios son poco
abundantes, existen escasos fagosomas (relacionado con la apoptosis) y
también pocas gotas lipidicas. Entre las células del trofoblasto se observan
largos y numerosos complejos de union como desmosomas y las uniones
ocluyentes.

Las células de la masa celular interna presentan los mismos organelos pero en
menor cantidad, no estan polarizadas (sin microvellosidades) y el tipo de unién

que mas se observa son las comunicantes.

Calidad 2 o regulares: la zona pelucida se observa intacta, en el espacio
perivitelino pueden presentarse en algunas ocasiones detritus celulares y/o
blastomeros extruidos. Estos ultimos son esféricos, sin microvellosidades y en
su citoplasma contienen numerosas vesiculas y gotas lipidicas. A nivel celular
es dificil distinguir entre los dos tipos de células por su densidad citoplasmatica.
Las células del trofoblasto presentan menos microvellosidades que las vistas
en los embriones de buena calidad. Internamente se aprecia el nucleo de forma
redonda con su envoltura nuclear bien definida asi como cumulos de cromatina
densa y en algunas ocasiones es posible observar vacuolas
intracitoplasmaticas. También se observan diversos organelos como
mitocondrias redondas y/o alargadas cuyas crestas son escasas e inclusive
algunas mitocondrias pueden estar vacuoladas, el aparato de Golgi es escaso
mostrando signos de poca actividad, el reticulo endoplasmico en su mayoria es
liso y poco abundante, existe la presencia de ribosomas libres, granulos
oscuros, los lisosomas secundarios son abundantes, existe moderada
proporcion de fagosomas y una cantidad mayor de vesiculas y gotas lipidicas
todo ello en comparacién con los de buena calidad. Las uniones presentes en
este tipo de células son las uniones de tipo ocluyente y desmosomas, sin
embargo se observan en menor cantidad y no tan largos como los de buena

calidad.
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Las células de la masa celular interna presentan los mismos organelos que las
células anteriores pero en menor proporcion, el tipo de union entre ellas es

comunicante y estan desprovistas de microvellosidades.

Calidad 3 o malos: la zona pelucida se observa intacta, en el espacio
perivitelino se encuentra abundante presencia de detritus celulares asi como
blastomeros extruidos. A nivel celular no se logran distinguir diferencias en la
densidad citoplasmatica entre los dos tipos de células. Las células del
trofoblasto presentan muy pocas microvellosidades o inclusive pueden estar
ausentes. Internamente se aprecia el nucleo con la envoltura nuclear en
algunos casos poco perceptible y el nucleolo vacuolado. Las células del
trofoblasto presentan diversos organelos como mitocondrias de forma redonda
y/o alargada con crestas escasas y vacuoladas, el aparato de Golgi es dificil de
identificar, el reticulo endoplasmico también es escaso, los lisosomas
secundarios son abundantes asi como también los fagosomas, vesiculas y
gotas lipidicas. Los complejos de unidn no se encuentran definidos.

Las células de la masa celular interna presentan los mismos organelos que las
células del trofoblasto pero en menor proporcion, el tipo de union entre ellas es

comunicante y estan desprovistas de microvellosidades.
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6.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé estadistica descriptiva, calculandose los porcentajes de embriones
por categoria (buena, regular y mala) para los tres métodos de evaluacion
(microscopia estereoscopica, microscopia de luz y microscopia electrénica de

transmision).
Para determinar la correlaciéon que existe entre microscopia estereoscoépica y

microscopia de luz asi como microscopia estereoscépica y microscopia

electronica de transmision se utilizé la prueba de Kappa de Cohen.
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VII. RESULTADOS

7.1 RESPUESTA SUPEROVULATORIA

De 86 cuerpos Iluteos encontrados por palpacion rectal se encontr6 un total de

69 embriones, clasificados de la siguiente manera: 32 embriones de buena
calidad (46.4 %), 16 embriones de calidad regular (23.2%), 12 embriones de

mala calidad (17.4%) y 9 embriones muertos, degenerados o sin fertilizar

(13%). En el cuadro 2 se observan la respuesta superovulatoria y el numero de

embriones distribuidos de manera individual.

Novillas No. Calidad | Calidad 2 | Calidad 3 | Calidad 4 | Relacion No. CL/ No.
CL 1 Embrion (%)
1 3 CL | ———mmmem- 2 66
2 11 CL 4 4 10 1 136
3 12 CL 4 1 2 2 75
4 7 CL 3 1 57
5 15 CL 6 1 46.6
6 4 CL 3 A 1 150
7 9 CL 7 1 88.8
8 7 CL 4 L 3 114
9 10 CL 1 4 50
10 8 CL 1 12.5
Total 86 CL 32 16 12 9 795.9
Promedio 8.6 3.2 1.6 1.2 0.9 79.59
Gral. CL

Cuadro 2. Clasificacion de embriones de acuerdo a su calidad y relacion entre
el numero de cuerpos luteos encontrados y numero de embriones recuperados.
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7.2 EVALUACION DE LOS EMBRIONES POR MICROSCOPIA
ESTEROSCOPICA.

Los embriones clasificados por este método concordaron con el estado de
desarrollo esperado y con el dia en que se realizd la recoleccion,
encontrandose un 3% en moérulas tempranas, 23% de moérulas compactas, 13%
de blastocistos tempranos, 23% de blastocistos maduros y 37% de blastocistos

expandidos.

Para este estudio se seleccionaron 10 embriones por cada categoria (Cuadro
3) en donde los embriones de buena calidad se caracterizaron por presentar
blastobmeros compactados y a la vista una forma poligonal asi como un tamaro
uniforme y simétrico. Los embriones asignados en la calidad de regular
presentaron moderadas irregularidades en la forma de la masa embrionaria y
finalmente los embriones de calidad 3 presentan irregularidades mayores en la
forma de la masa embrionaria asi como también blastémeros de diferentes
tamafios los cuales se apreciaron sueltos. En las tres categorias la zona

pelucida (ZP) se observo intacta y libre de irregularidades. (Figura 5).

7.3 EVALUACION DE LOS EMBRIONES POR MICROSCOPIA DE LUZ.

Una vez hechos los cortes semifinos se realizé la observacion de los embriones
por microscopia de luz mediante los criterios citados por Robertson y Nelson
(1998) en el Manual de la IETS, encontrando un 33% (10) para buenos, 30%
(9) para regulares y 37% (11) malos (Cuadro 3).

En cuanto a las caracteristicas morfologicas, los embriones de buena calidad
presentaron una zona pelucida intacta; el espacio perivitelino fue continuo y
libre de blastomeros extruidos; los blastomeros de la masa compacta de

células se observaron fuertemente unidos y con un arreglo homogéneo y
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uniforme entre si, lograndose apreciar la presencia de los dos tipos celulares

(células del trofoblasto y masa celular interna) (Figura 6).

En la figura 7 se puede observar un embrién clasificado como calidad 2 por
microscopia estereoscopica y que correspondio a calidad 3 al ser evaluado por
microscopia de luz, en él se muestra su zona pelucida intacta y en el interior
blastomeros de diferentes tamanos con nucleos esféricos, observandose en el

espacio perivitelino blastomeros extruidos.

En la figura 8 se puede apreciar un embrion clasificado como calidad 3 por
MEst pero calidad 2 por ML.

Los embriones clasificados como calidad 3 presentan su zona pelucida intacta,

en el espacio perivitelino algunos blastomeros extruidos y en la masa celular

interna se observan blastdmeros unidos de diferentes tamanos (figura 9).
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Figura 5. Fotografias al microscopio estereoscépico de la clasificacion de los

embriones bovinos. a) Embridn de buena calidad, b) embrién de regular calidad

y ¢) embridn de mala calidad. Barra 50y

62



Figura 6. Microfotografia del corte semifino de un blastocisto clasificado como
calidad 1. Por debajo de la zona pelucida (ZP) se observa una capa de células
ovoides aplanadas con nucleo oval correspondientes a las células del
trofoblasto (CT). Adyacentes a las anteriores en el polo superior se encuentran
células poliédricas irregulares de diferentes tamafos con nucleos bien
definidos, correspondientes a las células de la masa celular interna (MCI). En el
polo opuesto se observa una cavidad, la cual corresponde al blastocele (BC).
Este corte concord6 con la clasificacion dada a este mismo embrién con el

microscopio estereoscoépico. Tincion azul de toluidina, aumento: 400x
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Figura 7. Macrofotografia de un corte semifino de una mérula clasificada como
calidad 3. Externamente se observa la ZP intacta, el espacio perivitelino se
muestra ocupado por blastomeros extruidos (BE) y al centro se observa un
cumulo de células no identificables con su nucleo bien definido (*). En uno de
los blastbmeros se puede apreciar un fagosoma (F). Este corte no concordd
con la clasificacion dada a este mismo embrion con el microscopio
estereoscopico (calidad 2). Las flechas sefialan algunos artefactos producto de

la tincién. Tincidon azul de toluidina. 400x

64



Figura 8. Microfotografia de un corte semifino de una moérula compacta
clasificada como calidad 2. Externamente se observa la ZP intacta. En el
espacio perivitelino se observan blastomeros extruidos (BE). En el centro de la
morula se observa un cumulo de células en el cual se identifican dos tipos de
células: i) células de forma ovoide que corresponden a las células del
trofoblasto (CT) y ii) células de forma poliédrica irregular las cuales representan
las células de la masa celular interna (MCI) con sus nucleos bien delimitados;
entre las células se observan espacios intercelulares (flechas) los cuales
formaran una cavidad conocida como blastocele. Este corte no concordé con la
clasificacion dada a este mismo embrién con el microscopio estereoscopico

(calidad 3). Tincion azul de toluidina, 400x
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Figura 9. Microfotografia de un corte semifino de una Morula temprana
clasificada como calidad 3. Externamente se observa la zona pelucida (ZP)
intacta. En el espacio perivitelino se aprecian dos grupos de células. El primer
grupo (1), esta situado proximo al polo inferior apreciandose poca cohesién
entre las células, observandose ademas una pequena cavidad (cabeza de
flecha). El segundo grupo (2) de células esta situado en el polo superior del
embridn y se observan células compactas con sus nucleos (*) bien definidos.
En ambos grupos se observan células extruyéndose (BE). Este corte concordd
con la clasificacion dada a este mismo embrion con el microscopio

estereoscopico (calidad 3). Tincion azul de toluidina, 400x.
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MEst

ML

MET

BUENO REGULAR |MALO TOTAL
M Est 10 (33%) 10 (33%) 10 (33%) 30
ML 10 (33%) 9 (30%) 11 (37%) 30
MET 14(47%) 6 (20%) 10 (33%) 30

Cuadro 3. Porcentajes de embriones clasificados en las diferentes calidades

(buenos, regulares y malos) de acuerdo al microscopio empleado. M Est=

microscopio estereoscopico; ML=microscopio de luz y MET= microscopio

electronico de transmision.

BUENOS REGULARES MALO
O
(0
1,2,3,4,5,6,7,8, 1,2,3,4,5,6,7,8, 1,2,3,4,5,6,7,8,
9,10 9,10 9,10
U J
G o
2 1,2,3,6,7,8,10, 1,
4,5,9.10,9,7, 4, 5, 673
19293949596989 9 .
10,2, 3 )
-/
&)
1:2: 3:4: 5: 6: 8: 9: 1a2a3a4a 5a6a 7; 8;
10,2,3,4,5,8 ,6,9,10,7,9 10, 7

/

Figura 10. Se muestra la forma en que ocurrieron los cambios por embrion,

calidad y método utilizado en la clasificacion, teniendo en cuenta que cada

embrion tiene su numero y cada calidad su color.

MEst

, Mmicroscopia

estereoscépica; ML, microscopia de luz; y MET, microscopia electronica de

transmision.
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7.4 EVALUACION DE EMBRIONES POR MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE TRANSMISION

Ultraestructuralmente los resultados fueron los siguientes: embriones de buena
calidad 47% (14), regulares 20% (6) y malos 33% (10). En el cuadro 3 y en la
figura 11 se observan los cambios de calidad de los embriones al ser

clasificados por las diferentes técnicas microscopicas.

En relacion a las caracteristicas ultraestructurales todos los embriones
presentan externamente una zona pelucida intacta, porosa (Figura 11). Los de
calidad 1 presentaron una clara diferencia entre las células del trofoblasto y
masa celular interna, siendo las primeras de forma alargada con proyecciones
largas y abundantes hacia el espacio perivitelino que corresponden a las
microvellosidades (Figura 11 y 12), asi mismo, presentaron un nucleo alargado
con la cromatina compactada a la periferia. Las células de la masa celular
interna fueron de forma poliédrica irregular y con nucleos bien delimitados
(figura 14). En relacion a los tipos de unidén observados entre las células del
trofoblasto se encontraron, los desmosomas y uniones oclusivas (figura 12 y
13). En el citoplasma se apreciaron mitocondrias de forma redonda y/o
alargada con crestas abundantes (figura 15) y lisosomas secundarios poco

abundantes.

Los embriones de regular calidad presentan sobre su superficie de las células
del trofoblasto, un menor numero de microvellosidades en comparacion al
grupo anterior; en el citoplasma se aprecian gotas lipidicas, detritus celulares,
mayor cantidad de lisosomas secundarios, mitocondrias con discretas crestas y

fagosomas (figuras 16y 17).

Finalmente los embriones de mala calidad presentaron en la superficie de las

células del trofoblasto escasas microvellosidades; el citoplasma presento una
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mayor proporcion de gotas lipidicas, lisosomas secundarios y fagosomas. En el

interior del nucleo se aprecian nucleolos con patron fibrilar (figura 18).

7.5 COMPARACION ENTRE LAS EVALUACIONES

En el cuadro 3, se presentan los porcentajes de los embriones considerados en
las diferentes categorias al evaluarse mediante los tres diferentes
microscopios. Como puede apreciarse el porcentaje de los embriones de buena
calidad aumenté del 33% al 47% cuando fueron evaluados por microscopia
electrénica, mientras que los embriones regulares disminuyeron de 33 a 20%
ya que parte de ellos cambiaron de calidad principalmente a buenos, mientras
que los embriones de mala calidad, continuaron con el mismo porcentaje
(33%), sin embargo se observaron cambios de calidad como se muestra en la

figura 10.

En la figura 19 se observa un blastocisto clasificado por microscopia
estereoscédpica como calidad 1 y que al ser evaluado por microscopia
electrénica de transmision las caracteristicas ultraestructurales indicaron que la

clasificacion fue la adecuada.
Un ejemplo de la imprecisidn en la evaluacion se observa en la figura 20 donde

una morula clasificada como calidad 2 al ser evaluada por medio de la

microscopia electronica cambio a calidad 1.
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7.6 CONCORDANCIA ENTRE LOS METODOS DE EVALUACION

Para la determinacion de concordancia entre los métodos de evaluacion de
microscopia estereoscopica con microscopia de luz; y microscopia
estereoscoépica con microscopia electréonica de transmisiéon se utilizé la prueba
de Kappa de Cohen, donde la concordancia fue determinada de acuerdo al

siguiente cuadro.

VALOR k | NIVEL DE CONCORDANCIA
<0.20 POBRE

0.21-0.40 | REGULAR

0.41-0.60 | MODERADO

0.61-0.80 | BUENA

0.81-1 MUY BUENA

El valor de k entre los métodos de microscopia estereoscdpica y microscopia
de luz fue: 0.44. El valor de k para los métodos de microscopia estereoscopica
y microscopia electrénica de transmision fue de 0.59, existiendo entre ambos

métodos moderada concordancia.
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Figura 11. Microfotografia electronica de un blastocisto clasificado como
calidad 1. En la parte superior derecha se observa un area con aspecto
granular fino que representa la zona pelucida (ZP), adyacente a ella se aprecia
una célula de forma ovoide correspondiente a las células del trofoblasto (CT), la
cual presenta su nucleo (N) de la misma forma (ovoide) y en su membrana
plasmatica se aprecian microvellosidades (flecha). En el citoplasma se
observan posibles gotas lipidicas (GL). Barra: 1um
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Figura 12. Microfotografia electronica de una célula del trofoblasto calidad 1.
Sobre la superficie es posible observar microvellosidades (M) las cuales son
proyectadas hacia el espacio perivitelino asi como también se observan
diversos puntos de union entre células como son los desmosomas (flecha).
Barra: 500um.

Figura 13. Microfotografia electrénica de un acercamiento de un complejo de

unién entre las células del trofoblasto (flecha). Barra 200nm.
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Figura 14. Microfotografia electronica de un blastocisto calidad 1. En la parte
superior se observa una célula del trofoblasto (CT) identificada por las
microvellosidades (flecha) que son dirigidas hacia el espacio perivitelino;
subyacente a ella se aprecian células de la masa celular interna (MCI) de forma
poliédrica irregular, identificadas por la forma caracteristica de sus nucleos (N)

y por la presencia de los espacios intercelulares (*). Barra 2.
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Figura 15. Microfotografia electronica de las células de la masa celular interna.
Se muestran los tres tipos de mitocondrias que pueden ser encontrados en los
embriones: mitocondria alargada con abundantes crestas (1), mitocondrias

vacuoladas (2) y mitocondrias de forma ovoide con pocas de crestas (3).

Barra: 500um
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Figura 16. Microfotografia electronica de un embrion de regular calidad
(calidad 2). Se observan gotas lipidicas (GL) y detritus celulares (flecha).Barra:
Tum
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Figura 17. Microfotografia electrénica de un fagosoma (flecha) dentro de las

células del trofoblasto. Barra: 1um.
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Figura 18. Microfotografia electronica de un embrién de mala calidad (calidad
3). Célula del trofoblasto sin microvellosidades (flecha), con abundantes
lisosomas secundarios (L), gotas lipidicas (GL); el nucleo (N) presenta tres

nucleolos (NU) con un patrén fibrilar. Barra: 1 um
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Figura 19. Microfotografia electrénica de un blastocisto clasificado como de
buena calidad (calidad 1) por microscopia electronica de transmision. Las
células del trrofoblasto contienen abundantes microvellosidades ( @—¢ )
dirigidas hacia el espacio perivitelino, el nucleo (N) se observa de la misma
forma de la célula y como tipo de unién sobresalen los desmosomas (flechas).
Este corte concord6 con la clasificacion dada a este mismo embrién con el
microscopio estereoscopico (calidad 1) En el recuadro de la parte superior

izquierda se observa el corte semifino del mismo embrion. Barra: 1um.
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Figura 20. Microfotografia electronica de una moérula clasificada como calidad
1. En la parte superior se aprecia una célula del trofoblasto con un nucleo (N)
que corresponde a la misma forma de la célula y mitocondrias (flecha) con
crestas abundantes. En la parte inferior se observa el nucleo de una célula de
la masa celular interna. La clasificaciéon dada a este mismo embrién con el
microscopio estereoscopico (calidad 2) no concordd con la ultraestructural. En
la parte inferior derecha se aprecia el corte semifino del mismo embrién. Barra:
Tum.
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VIII. DISCUSION

En general los resultados obtenidos en la producciéon de embriones del
presente trabajo concuerdan con diferentes autores quienes en el ganado
Holstein han encontrado un promedio de 6 embriones por donadora (Elsden et
al 1976, Hasler et al 1983, Walton y Stubbings 1986, Cordova y Fraga 1991,
Dawuda et al 2002, Leroy et al 2005).

En relacion al 46.4% de los embriones clasificados como calidad 1, los datos
del presente trabajo son similares a los encontrados por Del Campo et al
(1990) quienes trabajaron al igual que en este trabajo con novillas obteniendo
un 45% de embriones transferibles. Sin embargo, Leroy et al (2005b) al medir
la respuesta de embriones calidad 1 entre vacas y novillas obtuvieron 13% de
embriones para vacas y 62% para novillas infiiendo que estas ultimas
producen embriones de mejor calidad que las vacas. Estos hallazgos han sido
apoyados por diferentes autores (Lerner et al 1986, Hasler et al 1983, Walton y
Stubings 1986) quienes mencionan que al aumentar la edad de la donante
disminuye el numero de ovulaciones, la tasa de fertilidad y la calidad
embrionaria. Por otra parte, en relacion al numero de embriones clasificados
como buena calidad, Barrios et al (1982) obtuvieron 13 embriones de doce
vacas demostrando que estas producen una menor cantidad de embriones
comparado con los resultados del presente trabajo, en el cual se obtuvieron 32
embriones calidad 1 de diez novillas, de igual manera Loépez et al (1995)
observaron cierta superioridad en el promedio de embriones transferibles de
novillas en comparacion con las vacas. Todo lo anterior sugiere que en un
trabajo de recoleccion embrionaria las donadoras de eleccion son las novillas

(11-17 meses).

Respecto a la clasificacion embrionaria por microscopia estereoscopica, los
resultados del estadio de desarrollo concuerdan con Leroy et al (2005b)

quienes trabajaron con novillas tal como en el presente trabajo encontrando un
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23% de blastocistos. De igual manera Lindner y Wright (1983) concuerdan con
los porcentajes obtenidos de blastocistos (23%) en este trabajo pero no asi en
moérulas donde el porcentaje del presente trabajo es menor (23%) comparado
con el de Lindner y Wright (1983) de 37%. Por otra parte, de manera general
diversos autores han informado que la mayoria de los embriones obtenidos son
morulas y blastocistos (Shea 1981, Cuello et al 2004, Palma 2001, Noriega et
al 1995) concordando con ellos ya que estos estadios fueron los encontrados

en el presente trabajo.

La calidad de los embriones en fresco por microscopia estereoscopica del
presente trabajo, concuerda con las caracteristicas morfolégicas citadas por
diferentes autores quienes observaron en embriones de buena calidad que la
forma debe ser esférica, con un color ambar de tonalidad uniforme. Esta
caracteristica esta alterada en los embriones de mala calidad debido a la
presencia de vesiculas asociados a problemas metabdlicos y a bajos
porcentajes de sobrevivencia después de ser transferidos (Dorland et al 1990,
Noriega et al 1995, Hill y Kuehner 1998, Leroy et al 2005, Van Soom et al
2003). Asi mismo, la masa embrionaria es compacta, simétrica y uniforme en
tamano y la zona pelucida se encuentra libre de irregularidades (Linares y King
1980, Lindner y Wright 1983, Kuzan 1988, Robertson y Nelson 1998). Los
embriones correspondientes a calidad regular presentan moderadas
irregularidades, como son la masa embrionaria no simétrica o blastomeros
extruidos, los cuales se encuentran presentes en el espacio perivitelino siendo
células que se quedaron en una etapa temprana de desarrollo y dependiendo
de la cantidad, se correlacionan con el grado de degeneracion embrionaria
(Lindner y Wright 1983, Robertson y Nelson 1998). Los embriones
correspondientes a una mala calidad, mostraban irregularidades en la forma de
la masa celular observandose numerosos blastomeros extruidos, células de
tamafo variado, algunos no compactados, pero aun con 25% del material
celular intacto. Esta clasificacion concuerda con Lindner y Wright (1983) y
Robertson y Nelson (1998).
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Respecto a las evaluaciones por microscopia de luz, las caracteristicas
morfolégicas de los embriones concuerdan con otros trabajos (Linares y Pléen
1981, Massip et al 1981, Plante y King 1994, Abe et al 1999, Abe et al 2002)
ya que los dos tipos de células se diferencian claramente, los blastomeros se
aprecian bien delimitados cuyos nucleos estan colocados centralmente. Sin
embargo, respecto a las clasificaciones, mientras que el porcentaje de los
embriones calidad 1 se mantuvo (33%), el de los clasificados como calidad 2
disminuyo de 33 a 30% y el de los malos aumento de 33 a 37%, estos
resultados difieren de los de Aguilar et al (2002) quienes realizaron un estudio
similar en Bos indicus encontrando que el porcentaje de embriones calidad 1
disminuyé de 51 a 26%, mientras los regulares y malos aumentaron 24 a 32% vy
24 a 42%, respectivamente. Basandose en los resultados del presente estudio
y en los resultados presentados por Aguilar et al (2002) se puede inferir que la
clasificacion de embriones calidad 1 para Bos indicus es inexacta (25%)
mientras que para el ganado Bos taurus la clasificacion de embriones de buena
calidad es acertada. No asi para los regulares, de los cuales el 40% en realidad
eran de mala calidad al ser evaluados por microscopia de luz. Este error de
clasificacion de los embriones regulares lo han observado diferentes autores
como Farin et al (1995), Van Soom et al (1996), De Leeuw (1996) y Lopes et al
(2005) quienes determinaron que la concordancia que existe entre evaluadores
para asignar la calidad es pobre, presentandose estos problemas al asignar la
calidad 2. Esta falla podria ser debida a la apariencia morfolégica que
presentan los embriones la cual no es tan perfecta a la evaluacion visual.
Solamente al evaluarlos a nivel ultraestructural es donde se aprecia la calidad

de células y por lo tanto su viabilidad.

Para confirmar la clasificacion hecha por microscopia estereoscopica y
microscopia de luz, los embriones fueron evaluados con mayor detalle
mediante el microscopio electronico de transmision, observandose que por
microscopia electrénica el porcentaje de embriones buenos aumento de 33 a

47%, mientras que los regulares disminuyeron de 33 a 20% apreciandose que
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el numero de embriones clasificados como de pobre calidad se mantenian en
un 33%. Estos resultados no concuerdan con Aguilar et al (2002) quienes
observaron en el ganado B. indicus, los embriones calidad 1 de 51% por
microscopia estereoscépica disminuyeron a un 24%, incrementando los
regulares y malos de 24 a 29% y 24 a 46% respectivamente. Estos hallazgos
confirman lo encontrado por microscopia de luz donde los criterios de
clasificacion para Bos taurus son eficientes mientras que para el ganado Bos
indicus los criterios de clasificacion no son tan exactos por lo que se sugiere el
establecimiento de criterios de seleccidon para embriones Bos indicus acorde a
las caracteristicas de estos embriones pues el presente estudio confirma que la

coincidencia entre los criterios de calidad es diferente entre las dos especies.

Una posible explicacién de la discrepancia entre los embriones de tipo Bos
indicus en comparacion con los Bos taurus esta en las diferencias
ultraestructurales que presentan como es la cantidad de gotas lipidicas en el
citoplasma, la cual es mayor en embriones Bos indicus que Bos taurus (datos
aun no publicados) asociandose esta caracteristica con embriones de mala
calidad. Abe et al (2002b, 1999a) al cultivar embriones in vitro con suero y sin
suero encontraron que los embriones cultivados con suero contenian una
mayor cantidad de gotas lipidicas que los cultivados sin suero, observando que
los embriones cultivados sin suero, después de la criopreservacion, obtenian
mejores resultados de sobrevivencia que los cultivados con suero, infiriendo
que el exceso de acumulacién de gotas lipidicas afecta la criotolerancia. Para
demostrar esto, Ushijima et al (1999) centrifugaron embriones con la finalidad
de remover las gotas lipidicas sometiéndolos después a la criopreservacion
observando mejores porcentajes de sobrevivencia en embriones sin gotas
lipidicas que con gotas lipidicas. Estos hallazgos muestran como un exceso de
gotas lipidicas afecta la criopreservacion.

En relacion a lo anterior, Pegoraro et al (2004) al realizar la evaluacion a nivel
ultraestructural de embriones Jersey vs Holstein encontraron en los primeros

un exceso de gotas lipidicas, las cuales no permiten un congelamiento
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adecuado, como también lo mostré6 Pegoraro et al (2003) quienes observaron
que los embriones Jersey al ser congelados pierden la integridad de la
membrana apreciandose formacion de cristales de hielo los cuales danan
irreversiblemente a las células. Estos hallazgos sugieren que la baja
sobrevivencia de los embriones con un alto contenido lipidico se debe a que la
congelaciéon convencional no permite la deshidratacion correcta de la célula,
por lo que al congelarse se produce la formacion de cristales de hielo causando
una dafo irreversible y por lo tanto perdida de viabilidad con la consecuente

baja en los porcentajes de prefiez.

Si estos hallazgos los traspolamos a embriones Bos indicus podremos
entender que al existir diferencias ultraestructurales, entre embriones de las
dos especies, los criterios de clasificacion deben de cambiar para el ganado
Bos indicus ya que los que existen fueron establecidos principalmente para el
Bos taurus. Una posible explicacion de esta disparidad es la alta cantidad de
gotas lipidicas encontradas en los embriones de tipo Bos indicus, pero este
juicio merece mayor investigacion. Otra posibilidad es la evidencia publicada
por Fergusony Leese (2006) quienes demuestran que los triglicéridos son una
fuente de energia para la maduracion de los ovocitos, desarrollo embrionario y
pre-implantacion por lo que podria sugerirse que los embriones Bos indicus

necesitan de mayor energia para la pre-implantacion que los Bos taurus.

Las diferencias de calidad embrionaria entre especies sugieren que la calidad
del embrion depende de la calidad del ovocito y este a su vez depende del
diametro folicular. La calidad del ovocito ha sido definida como la capacidad de
desarrollo hasta blastocisto (Merton et al 2003) y se ha observado que los
ovocitos colectados de foliculos dominantes (>13mm) producen un mayor
numero de blastocistos comparado con los que miden de 3 a 8mm
(Machatkova et al 2004, Hagemann et al 1999, Tan y Lu 1990, Lonergan et al
1994) sugestivo de que la calidad del ovocito aumenta conforme se incrementa

el diametro folicular. Por otra parte Greve et al (1995) mencionan que una
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respuesta superovulatoria alta incrementa la produccion de embriones de mala
calidad, esto debido a que mientras mayor numero de foliculos se encuentran
el diametro folicular de estos es menor. En base a esto Baruselli et al (2006)
sefalan que el Bos indicus recluta un mayor numero de foliculos en una onda
folicular que el Bos taurus (33 vs 25% respectivamente) debido a las
diferencias que existen en la dinamica folicular (Niasari-Naslaji et al 1999) la
cual es caracterizada por dos o tres ondas foliculares aunque a veces cuatro en
el cebu (Bo et al 2003). Estos datos sugieren que al poseer un mayor numero
de foliculos, la sub especie Bos indicus, el diametro de estos sera menor
produciéndose asi ovocitos de baja calidad y por lo tanto embriones de mala

calidad.

La técnica de microscopia electronica de transmision permite una mayor
presicion para establecer criterios de calidad en los embriones bovinos, gracias
a su mayor poder de resolucion. Sin embargo, es invalida para su utilidad
practica en el campo. Se ha propuesto que el microscopio de contraste de
fases invertido ofrece mejor apreciacion morfolégica que el estereoscopico
pudiendo colocar a los embriones en su correcta clasificaciéon (Linares y Pléen
1981, Dorland 1990, Linares y King 1980). Resultaria de gran importancia
realizar un estudio comparativo entre las microscopias de fase vy

estereoscopica.

En conclusién, los resultados del presente trabajo muestran como los criterios
de clasificacién propuestos por Robertson y Nelson (1998) en el Manual de La
Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria para Bos taurus son

eficientes.
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