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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar las evaluaciones realizadas mediante el microscopio
estereoscopico y el invertido de contraste de fases, con la finalidad de verificar, si
efectivamente existe alguna diferencia significativa que ayude a tener mayor certeza en la
evaluacion basada Unicamente en los parametros morfoldgicos de los embriones, y reducir el
porcentaje de embriones que son clasificados erréneamente por el microscopio
estereoscopico. Veinte vacas Bos indicus de la raza Brahman fueron sometidas a un programa
de sincronizacion y superovulacién, inseminando artificialmente a las 12 y 24 horas después de
iniciado el celo, realizdndose la recoleccidon de los embriones a los 7 dias. Cincuenta y dos
embriones fueron colectados, evaluados vy seleccionados, de acuerdo a su estado de
desarrollo y a su calidad, primeramente por el microscopio estereoscopico (MEst) vy
posteriormente por el invertido de contraste de fases (MCF), en morulas, blastocistos
tempranos y blastocistos expandidos de buena, regular y mala calidad. Para la determinacién
de la concordancia entre los métodos de evaluacion se utilizé la prueba de Kappa de Cohen. De
esta manera, encontramos que entre el microscopio estereoscépico y el invertido de contraste
de fases el valor de k = 0.61 determind que existe una buena concordancia entre ambos
métodos para el grado de calidad; sin tomar en cuenta el estado de desarrollo y una
concordancia moderada (k=0.46) para el estado de moérula. En cuanto a la evaluacién realizada
por la técnica de TUNEL en los mismos embriones, el mayor porcentaje de las mérulas fueron
evaluadas como de buena calidad (67%) comparadas con el 67% de las moérulas evaluadas
como regulares por el MEst, lo que indica una baja concordancia, entre la técnica de TUNEL
con el MEst (k= 0.17) y pobre con el MCF (k= 0.22). A pesar de que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las evaluaciones realizadas mediante el MEst y
el MCF, si se observé aumento en el nimero de embriones viables entre ambos métodos,
siendo mds evidente en la valoracién realizada en el estadio de mérula de calidad regular. De
acuerdo con las evaluaciones realizadas por los métodos morfolégicos (MEst y MCF) y la
técnica de TUNEL, se observaron diferencias significativas para los estadios de moérula y
blastocisto temprano, lo que nos indica que entre mds avanzado sea el estado de desarrollo
del embridn, la evaluacién morfoldgica tiende a ser mas precisa sin importar el método de

evaluacidon empleado.

Palabras clave: Bos indicus, calidad embrionaria, evaluacion morfoldgica, microscopio invertido

de contraste de fases, apoptosis, TUNEL.



ABSTRACT
The purpose of this study was to compare the assessments made by a stereo

microscope and inverted phase contrast, with the aim of verifying whether there
actually exists some significant difference that would provide more certainty in the
assessment based solely on morphological parameters of the embryos and would help
to reduce the percentage of embryos that are incorrectly classified by the stereoscopic
microscope. Twenty cows of Bos indicus Brahman breed were subjected to a
synchronization and super ovulation, by artificially inseminating them at 12 and 24
hours after the onset of estrus. Seven days later, fifty-two embryos were collected,
classified and selected according to their stage of development and quality, first by a
stereo microscope (MEst) and then by inverted phase contrast (MCF), in morula, early
blastocysts and expanded blastocysts of good, regular and poor quality. In order to
determine the concordance between assessment methods, Cohen's Kappa test was
used. Within the study, it was found that with the value k = 0.61 there is a good
concordance between the stereo microscope and inverted phase contrast to the level
of quality, without taking into account the stage of development. However, for the
morula stage this relationship was found to be moderate (k=0.46). In terms of the
evaluation performed by TUNEL technique in the same embryos, a larger percentage
of the morulas were identified as good quality (67%) in comparison to the 14% of the
morulas that were evaluated as regular with the MEst, indicating a low concordance
between the TUNEL and MEst (k=0.17), and poor between the TUNEL and MCF
(k=0.22). In spite of the fact that there were no statistically significant differences
between the evaluations carried out by MEst and MCF, it was observed that the
number of viable embryos increased with both methods. This increase was most
evident in the assessment made in the regular quality. According to the evaluations
carried out with morphological methods (MEst and MCF) and the TUNEL technique, it
was observed that significant differences exist for the early morula and blastocyst
stages indicating that the more advanced the state of the embryo is, the more precise
the morphological evaluation tends to be regardless of the evaluation method
employed.

Key words: Bos indicus, bovine embryo quality, assessment of bovine embryo,

apoptosis, TUNEL.









ESTUDIO COMPARATIVO SOBRE DOS SISTEMAS DE  EVALUACION
(MICROSCOPIO ESTEREOSCOPICO vs INVERTIDO DE CONTRASTE DE FASES) EN
EMBRIONES DE GANADO BOS INDICUS.

I. INTRODUCCION

La tecnologia de la transferencia de embriones (TE), se desarrolld en sus inicios con
la finalidad de optimizar los recursos genéticos y econdmico de los hatos, teniendo su
mayor auge en los afios 70’s (Hasler, 2006). En la actualidad se ha logrado una produccién
masiva de embriones que se recuperan en etapas tempranas del desarrollo, de esa
manera las hembras de elevado valor comercial pueden producir un rango de 10 a 15
becerros por ano, lo cual impulsa el mejoramiento de los hatos, obteniéndose hasta un
50% de incremento genético (Christensen, 1991). Sin embargo, la TE en las regiones
tropicales no ha tenido el mismo éxito, en especial los resultados obtenidos en el ganado
de tipo cebu (Bos indicus) ya que la eficiencia reproductiva en los programas de TE en los
animales de este tipo, ha demostrado no ser tan buena como en el caso de los animales
de tipo Bos taurus; presentando menores porcentajes de prefiez (32-50%) (Montiel et al,
2006; Donaldson, 1984; Nogueira et al, 2002) en comparacién con los Bos taurus (60-
70%) (Wright, 1981; Spell et al, 2001; Hasler, 1992) con embriones transferidos en fresco;
disminuyendo un 10% en embriones congelados (Dobrinsky, 2002, Spell et al, 2001;
Hasler, 1992). También, se conoce que el niumero de embriones transferibles (buena
calidad) obtenidos por donadora, es menor en los animales Bos indicus (Donaldson 1984;
Lépez et al., 1995; Aguilar et al., 2002; Neto et al., 2004; Marquez et al., 2005) que en los
Bos taurus (Hasler et al., 1983; Barrios et al., 1982, Hasler 1992; Neto et al., 2004); y que
los embriones de Bos turus son de mejor calidad que los de Bos indicus (Cutini et al.,
2000). Aunado a lo anterior, cabe mencionar que la calidad del embrién expresa la
viabilidad de este (Walker, 1989) y esto puede tener fuertes repercusiones en los
programas de transferencia embriones. Teniendo como punto importante que la
valoracion optica, no invasiva, de las particularidades de tamafo, forma, apariencia,

simetria e intensidad del color de las células embrionarias, permite asignarle un valor



predictivo al éxito de la TE (Palma, 2008). No obstante, la técnica de evaluacién
embrionaria, por medio de microscopia estereoscdpica, aunque es la mas utilizada, se
basa Unicamente en la observacién morfoldgica de los embriones, lo que la hace subjetiva;
mostrando un rango de variacion entre evaluadores alrededor del 32% (Farin et al., 1995,
Callesen et al., 1995, Van Soom et al., 1996 y De Leew, 1996), siendo mads evidente en los
embriones de tipo Bos indicus. Aguilar et al., (2002) mostraron que la clasificacion
embrionaria, en este tipo de ganado, puede variar alrededor de un 27% entre le
evaluacion estereoscdpica, que rutinariamente se realiza, y otro método mas exacto como
el microscopio electrdnico, teniendo la desventaja de ser un método invasivo (Abe et al.,
1999, 2000). Sin embargo, estas diferencias en la evaluacién de embriones de tipo Bos
indicus, no se hacen evidentes en las evaluaciones realizadas cuando los embriones son de
tipo Bos taurus (Lopez-Demian et al., 2008). Esto hace necesario que la evaluacién de los
embriones, en especial cuando se trata de animales de tipo cebu, sea lo mas certero
posible. Linares and King (1980) proponen la evaluacién de los embriones bajo el
microscopio de contraste de fases, como un método microscopico mas eficiente, que
podrian proporcionar informacién valiosa para mejorar la exactitud de los métodos de
clasificacién a través de la evaluacion morfolégica. Por lo que es esencial para el trabajo
en un programa de TE el uso y desarrollo de una mejor técnica no invasiva, que se
complemente a la observacion con el microscopio estereoscdpico, para determinar mejor

cuales embriones pueden transferirse o congelarse con éxito y cuales no.

El objetivo de este trabajo fue comparar entre las evaluaciones realizadas por el
microscopio estereoscopico y el invertido de contraste de fases, con la finalidad de
verificar, si efectivamente, existe alguna diferencia significativa que ayude a tener mas
certeza en la evaluacién basada uUnicamente en los pardmetros morfolégicos de los
embriones y reducir el porcentaje de embriones que son clasificados erréneamente por el

microscopio estereoscopico.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario y la diferenciacidon, requieren de una serie de pasos
consecutivos en cierta manera simultanea, estos son: segmentacién, compactacion,
formacion del blastocele, expansion y maduracién de la zona pelucida. La presentacion de
estas caracteristicas y el tiempo que transcurre entre ellas son empleados como

indicadores de salud y calidad embrionaria (Occhio et al., 1999).

En el embrién bovino, la primera segmentacién se produce a las 48 horas después de
haber sido fertilizado, para las 72 horas, tendra 8 células, de 16 a 32 células a partir del dia
5 denomindndose modrula, después de esto, viene la compactacién de los blastémeros
donde comienza la expresion de proteinas de adhesion celular como las Caderinas —E. De
esta manera, los blastémeros se agrupan y forman una esfera compacta de células (Flemin
et al., 2001) estabilizada por uniones estrechas que se forman entre las células exteriores
que sellan el interior del cimulo celular; por lo que este cimulo consiste en un grupo de
células internas rodeadas por un grupo mas grande de células externas (Barlow et al.,
1972). La mayoria de los descendientes de las células externas se convierten en las células
del trofoblasto (trofoectodermo) que posteriormente dard lugar a la formacién del corion
(porcién embrionaria de la placenta). Las células internas generan la masa celular interna
(MCI), que daran origen al embrién y a su saco vitelino, alantoides y su amnios asociado.
Asi también la MCI mantiene activamente a las células del trofoblasto, secretando
proteinas como FGF4 que hacen que las células del trofoblasto se dividan (Gilbert, 2005).
Hacia el dia 6 6 7 se puede apreciar el proceso llamado cavitacion; donde las células del
trofoblasto secretan un fluido hacia la mérula para crear el blastocele. Las membranas de
las células del trofoblasto contiene una bomba de Na*/K*-ATPasa que reviste el blastocele
y esta bombea iones de sodio hacia la cavidad central. La acumulacién subsiguiente de
estos iones atrae agua osmoéticamente y amplia de este modo el blastocele (Borland 1977;

Wiley 1984). En el desarrollo de un embrién de bovino de manera natural este proceso se
3



lleva a cabo aproximadamente hacia el dia 9 cuando se produce la eclosién de la zona

pelucida (Shea 1981, Mohr and Trounson, 1982).

El embriéon bovino denominado blastocisto, alrededor del dia 7, tiene en promedio un
didmetro de 193.5+28.4 um, presenta blastomeros pequeios y redondeados, a veces
puede observarse que estan separados por pequefios espacios intercelulares y la zona
pelucida presenta un aspecto rugoso (Fléchon and Renard, 1978). Es indispensable la
integridad de la membrana plasmadtica de los blastémeros debido a que ésta funciona
como una barrera selectiva con respecto al medio extracelular estableciendo y
manteniendo de manera temporal el gradiente idnico, el pH, asi como el intercambio de

sustancias y mecanismos de transporte intracelular (Overstrém, 1996).

La etapa de desarrollo en la cual se encuentra el embridn, es importante tanto para el
transporte y comercializacién, como para la transferencia directa. En el transporte
internacional solo son admitidos los embriones que contengan la zona pellcida intacta
(estado del 3-7) ver cuadro 1. Los cuales tienen la capacidad de sobrevivir a la congelacién,
método que facilita su comercializacion (Mohr and Trounson 1981). En el caso de la
transferencia embrionaria, se prefieren los embriones en estados de desarrollo mas
avanzados (estadios del 4-7), los cuales pueden colectarse a partir de los dias 6 al 8

aproximadamente (IETS, 1998).



Cuadro 1. Cédigo para el estado de desarrollo en embriones bovinos (IETS, 1998)
Cadigo Estado Descripcion morfolégica
3 Mérula temprana 16-32 blastdomeros, no compactados, la masa celular ocupa
casi todo el espacio perivitelino.
4 Moérula compacta 32-64 blastémeros compactados que ocupan del 60-70% del
espacio perivitelino
5 Blastocisto temprano | 100-200 células. Se caracteriza por el comienzo del transporte
de fluido de las células del trofoectodermo y por la formacién
del blastocele, el cual es <50%. Es posible diferenciar el
trofoblasto de la masa celular interna MClI
6 Blastocisto Existe una marcada diferenciacion de las células del
trofoblasto, que forma una pared adosada a la zona pellcida
(ZP) y la MCI. El Blastocele es >50%
7 Blastocisto Mas de 200 células. El didmetro del embrién aumenta
expandido considerablemente ocasionado por el incremento en la
presidon osmotica dentro del blastocele, al mismo tiempo que
la ZP comienza a ser mas delgada.
8 Blastocisto en Por el dia 8-9 después de la fertilizacién, viene la ruptura de la
eclosion ZP, causada probablemente por el incremento de la presién
del embridn y el proceso enzimdtico iniciado por las células
del trofoblasto. Embridn parcialmente eclosionado
9 Blastocisto Embridn totalmente eclosionado, hay un incremento en el
eclosionado tamafio, su forma puede ser esférica o el blastocele

colapsado, ya no presenta ZP




2.2 Evaluacion morfoldgica de la calidad

La clasificaciéon de embriones sirve como herramienta para evaluar la calidad del embrién
basandose en la comparacién de una serie de paradmetros como son el nimero, tamafio y
forma de los blastémeros, color, forma e integridad de la zona pelucida, siempre teniendo
en cuenta que el estado de desarrollo debe concordar con el dia de colecta (sexto o

séptimo dia) en los embriones producidos in vivo.

Los embriones han sido clasificados y evaluados por diversos investigadores, de acuerdo a
la apreciacion de estos parametros. Linares y King (1980) agruparon a los embriones en
tres categorias: normal, en proceso de degeneracién y degenerados. Tiempo después
Linder and Wright (1983), redefinieron para tener un mejor entendimiento de la
evaluacion embrionaria, sus criterios aumentando una categoria. Asi, los embriones
excelentes, son aquellos que son ideales, con forma esférica, 4 células simétricas y
uniformes en color, tamafio y textura, y la zona pelldcida debe estar intacta. En los
embriones buenos, se observan pequeias imperfecciones, como algunos blastémeros
extruidos, forma irregular y algunas vesiculas. Los regulares presentan blastomeros
extruidos con presencia de vesiculas e incluso algunas células degeneradas y finalmente
los malos, son aquellos que muestran mayor numero de irregularidades morfoldgicas, es
decir, un gran numero de blastémeros extruidos, células degeneradas, variacién en el
tamarfio de los blastdmeros, numerosas vesiculas. Sin embargo la masa celular aun parece

viable y pueden también presentar ruptura en la zona pelucida.

Mds adelante Kuzan (1988) agrupd a los embriones en seis categorias: excelente, bueno,
regular, malo, degenerados y ovocitos sin fertilizar. Sin embargo, esta propuesta no
presentd ninguna ventaja sobre las anteriores, por lo que no ha sido tan utilizada como la
de Linder y Wright (1983). Por ultimo en 1998, Robertson y Nelson publicaron el manual
de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS por sus siglas en inglés).

Presentando de forma numérica las caracteristicas de calidad, basandose también en la



integridad morfoldgica. Los cédigos para la calidad embrionaria son los siguientes: grado 1
(excelente o bueno), es un embridn simétrico y esférico con blastdmeros bien definidos,
con irregularidades relativamente menores al 85% del material celular y la zona peldcida
intactos asi como, la masa embrionaria viable, asi como, la zona pellicida debe estar
intacta. El grado 2 (regular), donde los embriones presentan una cantidad moderada de
irregularidades, al menos el 50% del material celular debe estar intacto y la masa
embrionaria viable. El grado 3 (malos), en estos embriones, por lo menos el 25% del
material celular intacto y la masa embrionaria viable, puede haber ruptura de la zona
pellcida. Finalmente, el grado 4 (muertos o degenerados) corresponde a embriones

degenerados, de una célula u ovocitos: no son viables.

Aunque el examen morfolégico no constituye una prueba absoluta de viabilidad, la
importancia de la evaluacién embrionaria radica en la presencia de diferencias
significativas en el porcentaje de gestacidon cuando se transfieren embriones de calidad
excelente o buena (60%) comparado con el porcentaje obtenido al transferir embriones
de mala calidad (<30%) asi como, los porcentajes de gestacion obtenidos con diferente
estadio de desarrollo, observandose mayores tasas de gestacién cuando se transfieren
embriones en etapa de blastocistos (Lindner y Wright 1983, Hasler et al., 1987, Lopez et
al., 1995, Cutini et al., 2000).

2.3 Técnicas no invasivas de evaluacion embrionaria

2.3.1 Evaluacién microscopica

Frecuentemente la observacion estereoscépica, por medio de microscopia de luz como es
el caso del microscopio invertido de contraste de fases, es usada para las evaluaciones del
desarrollo y calidad de los embriones sin interferir con su desarrollo normal o su viabilidad

(Van Soom et al., 1997).



Dentro de los parametros mas importantes a tomar en cuenta en las evaluaciones de la
morfologia embrionaria estan la integridad de la zona pelucida, el tamafio y forma de los
blastomeros, presencia de células extruidas o fragmentacién, compactacién, color del
embrién y el estado de desarrollo; ademas de que estos deben de concordar con el

tiempo a partir del cual ocurrid la fertilizacién (Merton, 2002)

La zona pelucida (ZP) es la cubierta extracelular formada por glicoproteinas, la cual rodea
al embrion de los mamiferos entre el estadio de cigoto hasta la etapa de blastocisto
expandido, previene la dispersion de los blastdomeros apoyando la compactacién de los
mismos (Jun et al., 1998). El grosor de la ZP en la mayoria de los mamiferos tiene un
promedio e 10um (Betteridge 1995). Sin embargo, el grosor de la ZP en las morulas
compactas no puede ser usado como criterio de evaluacion de la calidad embrionaria ya
gue es muy similar el tamafio en los diferentes grados de calidad (Abe et al., 2002). No
obstante, el grosor de la ZP tiende a disminuir con el desarrollo del embrién debido a la
expansion del blastocele y esto si puede ser mds usado como marcador de la calidad

embrionaria.

El color de los blastomeros debe ser ambar, con una tonalidad uniforme. Esta
caracteristica se relaciona con la presencia de vesiculas intracitoplasmaticas, por lo que la
transparencia citoplasmatica, va depender de la especie involucrada; por ejemplo, los
animales domeésticos en comparaciéon con los embriones humanos o de roedores,
presentan un mayor nimero de gotas lipidicas en el citoplasma que da como resultado
embriones mds obscuros que no permiten la observacidn de estructuras importantes tales
como los nucleos, nucléolos y algunos orgdnelos; ya que el alto contenido de lipidos. Esto
también, puede presentar mayores problemas para la congelacion (Abe et al., 2002) y
bajos niveles de sobrevivencia al ser transferidos (Dorland et al., 1990; Noriega et al.,
1995; Van Soom et al., 2003; Leroy et al., 2005). Por lo que se sugiere que la seleccién
morfolégica de embriones de mayor calidad, debe estar relacionada con una menor

cantidad de gotas lipidicas, las cuales pueden ser cuantificadas utilizando el Sudan Negro
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como tincién (Abe et al., 2002, Leroy et al., 2005). Pero hasta ahora, solo la estimacion de
la opacidad citoplasmatica puede ser utilizada para cuantificar el contenido de lipidos de

forma no invasiva en embriones bovinos.

Los blastémeros extruidos o en vias de fragmentacidn, esta caracteristica podria indicar
ciertas alteraciones en el embrién, ya que son células que se quedaron en una etapa
temprana de desarrollo y se observan como células grandes en el espacio perivitelino,
indicando degradacién de las células. La presencia de células extruidas o fragmentos
celulares pueden ser considerados como indicativos de una pobre o mala calidad del
embrién (Linder y Wright 1983). En los bovinos y porcinos la fragmentacién sdélo se evalua
en estadios de morula o blastocisto. Hardy y Spanos (2002) sugieren que la presencia de
fragmentos citoplasmaticos podrian ser un marcador no invasivo de muerte celular
programada o apoptosis en los embriones cuando ocurre de forma excesiva,
especialmente en la masa celular interna. Lo anterior puede ser perjudicial en el potencial
de desarrollo embrionario. Sin embargo, la relacién entre la fragmentacién y la apoptosis
es mas subjetiva en embriones humanos (Hardy 1999; Jursicova et al 2003). lkeda et al.,
(2006) mencionan que existe la posibilidad de que la fragmentacidon embrionaria se deba a
la asimetria en la division celular, no al proceso de apoptosis. En otro estudio se mostro
que el indice de células apoptdticas fue el mismo en mérulas que presentaban un 50%
mas de fragmentacion, indicando que la apoptosis y la fragmentacién pueden ocurrir
como procesos independientes (Van Soom et al.,, 2003). Al respecto, Antunes et al.,
(2008) menciona que el indice de apoptosis como parametro para medir la calidad

embrionaria es superior a la fragmentacion.

Durante el proceso de compactacion, el embrién recibe el nombre de mérula. Esta
categoria a su vez se divide en mérula temprana, cuando aun no se ha llevado a cabo por
completo el proceso; y moérula compacta cuando el proceso ha finalizado. En los bovinos,
el proceso de compactacion se inicia cuando el embridn esta en un estadio de 32 células,

tanto en embriones producidos in vivo como los producidos in Vitro (Van Soom et al.,



1996), entre los dias cinco y seis después de la fertilizacién. Este proceso se inicia con la
formacion de uniones estrechas “tight junctions” entre los blastémeros (Van Soom et al.,
1997). La formacion de estas uniones aunado al encogimiento de los blastémeros, resulta
en un embridn mas redondeado y compactado con mayor espacio perivitelino.
Morfolégicamente esto significa que va a ser mas dificil observar las células de forma
individual y que solo podremos observar al embrién como un cumulo de células. Esta
compactacién es menos obvia en los embriones producidos in Vitro (Hasler et al., 1995
Van Soom et al., 2002). La reduccion en el tamafio del espacio perivitelino es un indicador
de la mala calidad de un embrién en estadio de morula, y esto puede estar relacionado
con una menor compactacion de la mérula. Asi también, la presencia de detritus celulares
es mas dificil de detectar cuando el espacio perivitelino es reducido, lo cual se presenta

mas en embriones bovinos y ovinos producidos in Vitro (Rizos et al., 2002)
2.3.2 Cultivo de embriones

El cultivo de embriones se ha utilizado con mayor frecuencia en la implementacion de
técnicas como la produccién in Vitro de los mismos. Sin embargo, el uso de medios de
cultivo se encuentra limitado debido al poco conocimiento del metabolismo y
requerimientos para el adecuado desarrollo de los embriones. De igual manera, se ha
demostrado que diversos componentes en diferentes medios de cultivo han tenido

efectos negativos en la calidad y viabilidad de los embriones (Mastromonaco et al., 2004).

El desarrollo embrionario in Vitro es influenciado por diversos factores como la adiciéon de
antioxidantes y oxigeno; ademas el nimero de embriones en medio de cultivo es
importante, ya que el desarrollo de los embriones es mas satisfactorio cuando son
cultivados en grupo que de manera individual. Esto puede explicarse a la secrecion de
factores de crecimiento por los mismos embriones que probablemente promuevan el
desarrollo de los demas (Pereira et al., 2005). En cuanto al metabolismo embrionario, se
han logrado evaluar pardametros entre los que se encuentra la glucosa, que es necesaria

para la formacion de lipidos, acidos nucléicos y proteinas durante el desarrollo; de esta
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forma se ha reportado que a mayor concentracién de glucosa, aumenta las posibilidad de

viabilidad posterior a la transferencia (Gardner and Leese, 1987).

En la actualidad existen muchas formas para medir el metabolismo embrionario, en

general podemos clasificarlas en dos categorias:

a) Las técnicas basadas en la evaluacion de los cambios en la composicion de los
medios de cultivo como son los substratos energéticos, hormonas, factores de
crecimiento y oxigeno, entre otros.

b) Técnicas basadas en el uso de marcadores, substratos fluorescentes o tinturas

Sélo la primera categoria puede ser considerada como verdaderamente no invasiva, esta
se basa en un principio simple, en el cual el embrién es puesto en pequefios volimenes
de medio de cultivo, y sélo se observan los cambios en la concentracidon de ciertos
componentes como glucosa, lactato, piruvato, hormonas como el interferon tau (IFN-t);
prostaglandinas (PG); factores de crecimiento como el TGFR, oxigeno, entre otros (Donnay

etal., 1997).

La segunda categoria, se refiere a pruebas mas sensibles que llevan a la evaluacion de
algunas rutas metabdlicas. Sin embargo, el sustrato de los marcadores que se les
adicionan puede ser toxico para las células. Asimismo, la exposicién a los rayos UV o a
radioactividad puede interrumpir el posterior desarrollo embrionario o afectar su calidad
(Goto et al., 1993), limitando la aplicacion de este tipo de técnicas previo a la

transferencia de los embriones.

En conclusién, se puede mencionar que con el uso de un medio de cultivo pueden ser
evaluadas diferentes caracteristicas como morfologia, etapa y grado de desarrollo de los
embriones, asi como, su calidad. Sin embargo, uno de los problemas en la utilizacién de
estas técnicas de evaluacion, previas a la transferencia de embriones o a la

criopreservacion, radica en que son pruebas delicadas y de altos costos, que requieren de
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equipo especial y personal capacitado. Asi también, la falta de sensibilidad de ciertas
técnicas, las hace inaplicables en embriones individuales. Sin embargo, existen trabajos
donde se sefiala al medio de cultivo resulta efectivo para evaluar la viabilidad y calidad de

los embriones recién descongelados para su transferencia (Contreras et al., 2008).

Otra herramienta utilizada en la producciéon de embriones in Vitro, se basa en el tiempo de
desarrollo embrionario, pudiendo evaluar la viabilidad y calidad; por ejemplo, el tiempo
de formacidn del blastocisto esta correlacionado con el nimero de células (Van Soom et

al., 1997) y la resistencia a la congelacién (Dinnyes et al., 1999).
2.4 Técnicas invasivas de evaluacion embrionaria

Las técnicas invasivas para la evaluacion de la calidad embrionaria, por lo regular conlleva
algun tipo de fijacion, coloracion o segmentacion del embrion. Generalmente son
utilizadas para evaluar el estado de las diferentes estructuras celulares: nucleo,
mitocondrias, cromosomas, citoesqueleto y organelos. Por ejemplo, en el nucleo, se
puede cuantificar el grado de muerte celular o el indice apoptético por medio de la
técnica de TUNEL (Byrne et al., 1999) o el indice de proliferacion celular por la técnica de
BrdU, para monitorear la sintesis de DNA en la fase S del ciclo celular (Moussa et al., 2005)
y de esta manera medir la calidad embrionaria. El estado mitocondrial puede ser evaluado
por medio del microscopio confocal (Barnett et al., 1997), al igual que la distribucion de
actina y tubulina en el citoesqueleto (Long et al., 1998). La observacién ultraestructural
por medio del microscopio electrénico, es otra herramienta muy utilizada para la
evaluacion de la calidad de los embriones (Linares and Pléen, 1981; Visintin et al., 2002;

Lépez- Demian et al., 2008).

12



2.4.1 Determinacion de muerte celular en embriones

Uno de los parametros que ha ayudado a conocer mas los mecanismos de desarrollo
embrionario en etapas tempranas, es la muerte celular programada (MCP). Este término,
ha sido propuesto para indicar la eliminacién de células especificas en un tiempo y un
lugar predeterminado. Se ha descrito como un mecanismo de auto eliminacion celular,
disparado por alguna sefial especifica o debido a una falla en la expresién morfoldgica y/o
bioquimica de la célula (Fabian et al., 2005). Existen varios tipos de MCP, dentro de los
cuales el que mejor se ha descrito es la apoptosis, cuyos signos tipicos son el resultado
final de una compleja cascada de eventos bioquimicos (Broker et al., 2005).
Morfolégicamente, durante el proceso de apoptosis, la célula se va a contraer volviéndose
mas densa por la condensacién citoplasmatica, marginacion, condensacion y
fragmentacion de la cromatina; va existir un aumento brusco de la densidad intracelular y
una dilatacion del reticulo endopldsmico. Debido a esto, se forman vesiculas que se
fusionan con la membrana plasmatica, eliminando su contenido al medio extra celular. Asi
también, se presenta un incremento moderado, pero sostenido de las concentraciones de
calcio libre citoplasmatico; cambios en la composicién de la membrana celular y alteracién
en los componentes del citoesqueleto (Jordan, 2003). Bioguimicamente, hay proteinas
importantes de la célula que van a ser degradadas, fragmentando el DNA, habiendo
exposicion de la fosfatidil serina y formacién de cuerpos apoptédticos (Leits et al., 2001;

Jaattela, 2004; Broker et al., 2005).

La apoptosis durante el desarrollo embrionario ha jugado un papel importante,
presentandose de manera normal, para la eliminacion de células anormales. En el caso de
los bovinos, a partir de 8 a 16 células (Byrne et al., 1999) hay un incremento en la
incidencia de la muerte celular que puede ser un indicador de un inadecuado medio para
los embriones producidos tanto in vivo como in Vitro (Betts et al., 2001; Makarevich et al.,
2002), y ser la causa de las pérdidas embrionarias en las etapas temprana del desarrollo

(Matwee et al., 2000). Dentro de las posibles causas se encuentran: anormalidades
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nucleares y/o cromosomales (multiploidia o mosaicismo), lo cual indica un inapropiado
potencial del desarrollo (Fabian et al.,, 2005); desbalance en la secrecién de factores de
crecimiento como el insulinico (IGF-1, IGF-Il) o “Sobrevivencia” transforming growth factor
(TGFa), factor de activaion plaquetario (PAF) y ciertas hormonas (Makarevich et al., 2002;
Fabian et al., 2005) y/o la exposicidn a ciertos factores dafiinos para las células (especies
oxigeno reactivas, ROS); radiaciones UV, estrés caldrico o por congelacion (Fabian et al.,
2005). Por tanto, la apoptosis puede ser un indicador de la calidad embrionaria (Byrne et

al., 1999).

Sin embargo, hay pocos informes sobre el tipo de sefiales que disparan la apoptosis en los
embriones o el mecanismo por el cual este mecanismo es controlado (Ginger et al., 1999;
Matwee et al., 2000). A pesar de la vasta variedad de sefiales, al parecer la mayoria de las
rutas que llevan a la célula a sufrir de apoptosis, terminan en la activacion de ciertas
caspasas pertenecientes a la familia de las proteasas (Leits et al., 2001; Jaattela, 2004;
Broker et al., 2005). La actividad de las caspasas es regulada por proteinas de la familia
BCL-2 (Ginger et al., 1999; Leits et al., 2001; Jaattela, 2004; Broker et al., 2005). Al menos
en mamiferos, se han identificado 15 miembros de esta familia que se ha dividido en dos
subgrupos: aquellos que tienen efectos anti-apoptoticos (BCL-2, BCL-W, BCL-XL, A1, MCL-
1) y los pro-apoptoticos (BAX, BIM, BAK, BOK, BAD, BID, BCL-S, BNI-3). En la mayoria de los
casos la relacion entre estos miembros dentro de la célula van a determinar si esta vive o

muere (Ginger et al., 1999; Leits et al., 2001; Jaattela, 2004; Broker et al., 2005).

Existen diversas técnicas utilizadas para la deteccion de los procesos de apoptosis,
basadas fundamentalmente en los cambios morfoldgicos y moleculares existentes dentro
de las células. Una de las técnicas mds empleadas es la de TUNEL. Esta metodologia
detecta la fragmentacién del ADN in situ. Durante la fase final del proceso apoptético, el
nucleo puede romperse formando fragmentos nucleares picndticos. Los cuerpos
apoptdticos son envueltos por la membrana citoplasmdtica y son fagocitados por

macrofagos o células vecinas (Betts and King 2001). La técnica de TUNEL, se basa en la
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marcacién por medio de fluorescencia por el extremo final 3° de los fragmentos de
oligonucleosomas; teniendo como ventaja que ademas de saber la localizacion de los
fragmentos apoptéticos se puede realizar la cuantificacidn del porcentaje de nucleos con
el ADN fragmentado (Gavrieli et al., 1992). De este modo, los nucleos TUNEL positivos

pueden ser vistos por medio de un microscopio acoplado con fluorescencia.

Existen otras técnicas para la deteccion de apoptosis, como: el uso de fluorocromos
capaces de intercalarse en el ADN que permiten visualizar por medio del microscopio, la
morfologia de la cromatina. Estos colorantes como etidio, propidio y Hoechst, son
utilizados con frecuencia en citometria de flujo. La microscopia electrénica permite la
visualizacién en detalle de la cromatina, fragmentacién nuclear, formacién de vacuolas,
condensacién citoplasmatica y la fagocitosis, sin necesidad de tinciones especificas. La
electroforesis en geles de agarosa de ADN aislado de cultivos celulares, permiten el
analisis de la integridad del genoma. El marcaje de la fosfatidilserina en el lado
extracelular de la membrana citoplasmatica por medio de la proteina annexina V (Jordan,
2003). La expresion de caspasas (familia Bcl2) por medio de RT-PCR (Jursicova et al.,
1998). La expresion de proteinas relacionadas con el proceso apoptdtico por medio de

inmunohistoquimica e hibridacién in situ (Matwee et al., 2000).
2.4.2 Determinacion de la proliferacion celular en embriones (BrdU)

Otro parametro que puede ser de ayuda para medir la calidad embrionaria y no muy
estudiado, es el indice de proliferacion celular, el cual puede ser evaluada por la presencia
del antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA), que es un marcador especifico de la
fase S del ciclo celular y es un componente esencial de la maquinaria de reparaciéon y
replicacion del DNA (Makarevich et al., 2002). La incorporacién de 5’bromo2’deoxy-
uridine (BrdU) se ha utilizado para monitorear la sintesis de DNA (en la fase S) y la
proliferacién celular por inmunocitoquimica (Moussa et al., 2005). La incorporacion de
BrdU representa una técnica de alta resolucién para determinar el nimero de células

individuales que estan sintetizando DNA en un determinado periodo. En este método es
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incorporado la BrdU dentro del nuevo DNA sintetizado por la célula en la fase S del ciclo
celular (Moussa et al., 2005). De esta manera, se puede marcar la progresion de la célula
dentro y a través de la fase S del ciclo; esto es importante en la regulacién de la sintesis de
DNA vy su proliferacion celular. Se han realizado trabajos en los cuales el indice de
replicacion del DNA en caprinos es menor (85+5) al de equinos (319+60) (Moussa et al.,
2005). En este estudio realizado en cabras, se observd mediante el uso de la doble tincion,
que la longitud de la fase S es aproximadamente de 7 h y de 14 a 24 h la del ciclo celular.
El indice de proliferacién después de 1h de cultivo en BrdU fue de 42.9£23.1%. Los
resultados hallados en embriones caprinos indican una fuerte correlacién entre el indice
de proliferacién celular y la calidad embrionaria (Moussa et al., 2005). Sin embargo, no
existen estudios actuales que muestren el indice de proliferacion celular en embriones

bovinos.
2.4.3 Microscopia electrdnica

La microscopia electrénica de transmision, es otro de los métodos mas utilizados para
valorar la calidad embrionaria de forma ultraestructural. Sin embargo, presenta algunas
limitaciones: aunque el microscépico ofrece una mayor resolucién por si mismo, la tercera
dimension esta casi eliminada por el examen de la secciones extremadamente delgadas
del objeto a evaluarse. Sin embargo, la desventaja mas importante que presenta, es que
es un método sumamente invasivo, ya que requiere de la fijacién, infiltraciéon de resina y
seccionado de los embriones. Aunque, son este tipo de investigaciones las que han tenido
la experiencia de revelar ciertas estructuras que ofrecen un conocimiento mucho mas
detallado de la estructura embrionaria que la evaluacion hecha por el microscopio
estereoscdpico (Maddox-Hytetel et al., 2002), al tener ya criterios ultraestructurales de
clasificacién para los embriones de acuerdo al grado de calidad: buenos regulares y malos
(Chartrain y Picard, 1988). Asi también, la microscopia electrdonica permite la observacién
de diferencias entre los embriones producidos in vivo e in vitro, en idénticos estadios de

desarrollo, y embriones producidos in vitro (EPIV) en funcién del medio de cultivo.
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2.4.4 Microscopio confocal

Otra de las herramientas frecuentemente utilizadas para la evaluacidon de la calidad
embrionaria ha sido el microscopio confocal, ya que por medio de este, se pueden
observar los embriones intactos, asi como secciones gruesas sin necesidad de hacer cortes
histoldgicos, por lo que se obtiene un aumento notable en la resolucién, especialmente en
muestras con fluorescencia y permite hacer reconstrucciones tridimensionales mas
precisas de mejor calidad y en menor tiempo que por otros métodos (Soto, 1993). Sin
embargo, hay que tomar en cuenta, que es una técnica invasiva y no compatible con la
posterior supervivencia de los embriones y que este tipo de tecnologias se reserva, por

sus costos, a fines de investigacion (Greve and Callesen, 2004).

2.5 Factores que afectan la evaluacion embrionaria

La evaluacidon embrionaria basada Unicamente en los parametros morfolégicos, resulta ser
un método subjetivo. Aunque se han establecido ciertos parametros o reglas confiables,
utilizadas internacionalmente, la variabilidad entre las evaluaciones siempre estd
presente. Dentro de los factores que afectan la evaluacidn se encuentran: el evaluador, la
donadora o fuente productora del embrién, el tipo de microscopio y el aumento al que

son evaluados los embriones.
2.5.1 El evaluador

Para reducir la variacién entre evaluadores, es benéfico el uso de un sistema simple de
clasificacion de embriones (Farin et al., 1995). No obstante, resulta dificil para los técnicos
estar de acuerdo en asignar un grado especifico a los embriones colectados in vivo (Shea,
1981, Callesen et al., 1995, Farin et al., 1995, Farin et al, 1999). Sin embargo, es
interesante observar excelentes concordancias entre evaluadores, encontradas al

diferenciarse embriones degenerados de aquellos que no lo estaban (Farin et al., 1999). La
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variacion entre evaluadores recae mas bien en el grado de calidad de los embriones,
mientras que la evaluacion en cuanto a estado de desarrollo es menos frecuente que
ocurra discrepancia (Callesen et al., 1995, Farin et al., 1995, Van Soom et al., 1996, Van

Wagtendonk-de Leeuw 1996)

Al considerar el estado de desarrollo y calidad embrionaria por separado, sélo el grado de
calidad es significativamente influenciado por el evaluador (Callesen et al., 1995), hallazgo
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) determinaron que
la concordancia entre evaluadores para asignar la calidad es pobre. Por otra parte De
Leeuw (1996) concluye que las cintas de video pueden ser usadas para la deteccién 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.

Aguilar et al (2002) En este estudio, se les asignd a cada embrién un grado de calidad, por
medio de microscopia estereoscdpica y se volvieron a clasificar a los embriones a nivel
ultraestructural con la ayuda de microscopia electrénica de transmision, mostrando que la
clasificacion asignada a los embriones Bos indicus es inexacta. Encontraron que el 51% de
los embriones clasificados como buenos por el primer método, al ser evaluados por
microscopia electrdnica 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 calidad correcta y que el principal problema de la clasificacién se encuentra en los

embriones de calidad regular los cuales son confundidos con buenos y malos.
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2.5.2 Procedencia del embridn
a) Embriones producidos in vivo (donadora)

Dentro de las fuentes significativas de variacion de la calidad embrionaria, se encuentra la
donadora, tanto en la raza como la edad de ésta, estableciendo el nimero y calidad de los
embriones colectados. Donaldson (1984) determind que las mejores razas para la
produccién de embriones son: Brangus (16), Simbrah (16) y Beefmaster (13), de los cuales
solo 6 embriones en promedio eran transferibles; mientras que para la raza cebu eran 3
(Donaldson 1984, Aguilar et al., 2002, Marquez et al., 2005). Otros estudios muestran que
también para la raza Holstein, el promedio de embriones transferibles es de 6 (Hasler et
al., 1983; Neto et al., 2004). Se ha reportado que Bos indicus presenta un mayor numero
de embriones transferibles que Bos taurus (Lépez et al., 1995), aunque en los Bos taurus

los embriones suelen ser de mejor calidad (Putney et al., 1988).

Otro factor importante que afecta la calidad embrionaria es la edad de la donadora, ya
gue se han realizado trabajos que muestran que al incrementar la edad disminuye tanto el
numero de ovulaciones como la calidad embrionaria (Lerner et al.,1986; Hasler et al.,

1983).

Las comparaciones realizadas entre vacas y novillas de la raza Holstein, muestran que solo
el 13% de los embriones de vacas fueron categorizados como de buena calidad en
comparacion con el 63% de las novillas (Leroy et al., 2005, Sartori 2002). Sin embargo,
cuando se utilizan hembras prepuberes (3 meses), la edad influye de forma negativa con
respecto a la calidad embrionaria, por la baja capacidad de desarrollo del ovocito

comparado con el de las vacas (Driancourt et al., 2001).
b) Embriones producidos in Vitro

Los embriones producidos in Vitro (EPIV) presentan una mayor dificultad para ser

evaluados que los producidos in vivo. Esta tendencia se ha mostrado en varios estudios,

19



donde la concordancia entre evaluadores fue siempre menor en los embriones bovinos
producidos in Vitro (Farin et al., 1995, Farin et al., 1999). Uno de los aspectos involucrados
en esto, es que en los EPIV hay un incremento en la heterogeneidad tanto en estado como
en calidad (Van Soom et al., 1996) sugestivo de que el sistema de cultivo altera varias de
las caracteristicas morfoldgicas. Con respecto a las alteraciones morfoldgicas in Vitro
encontradas en los embriones. Shamsuddin and Martinez (1994) observaron vacuolizacion
citoplasmatica, complejos de uniéon cortos y poco abundantes, menor cantidad de
microvellosidades, numerosos fagosomas (indicativo de apoptosis), vesiculas
citoplasmaticas, gotas lipidicas, mitocondrias inmaduras, todo esto en ambos tipos de
células (de la masa celular interna y del trofoblasto). Por otra parte Mertens et al (2007)
sefialan otras diferencias entre embriones in vivo e in Vitro, las cuales involucran un
adelgazamiento tanto de la zona pellcida (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 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 embrién disminuye, lo que ademas ocasiona que la congelacién sea poco
exitosa. Ushijima et al., (1999) observaron que al centrifugar a los embriones para retirar

las gotas lipidicas presentes en estos, aumenta el éxito en la criopreservacién.

2.5.3 Microscopio y magnificacion

En relacion al método de clasificacion tradicional, es decir al microscopio estereoscépico,
diversos autores han propuesto el uso del microscopio invertido de contraste de fases
para la evaluacion embrionaria, y de esta manera tener una mejor apreciacion de los
embriones en comparacion con el estereoscépico, asi como, en la asignacién de la calidad

y por lo tanto un aumento en éxito de los porcentajes de prefiez en la transferencia
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embrionaria (Linares and King 1980, Linares and Ploen 1981, Dorland 1990). En el afio
1935, Fritz Zernike desarrollé el microscopio de contraste de fases para contrarrestar
parte de las limitantes en la observacion de especimenes vivientes. Los detalles de un
objeto en el microscopio dptico estandar se ven debido a que los objetos tienen partes de
diferente densidad; por lo tanto, ciertos especimenes como los embriones, son
dificilmente distinguibles. El contraste de fases es especialmente util para observar
especimenes transparentes, debido a que hace distinguibles detalles que no pueden ser
vistos con el microscopio estdandar (Soto, 1993). Asi también es una herramienta util para
evaluar moérulas y blastocistoses producidos in Vitro como método no invasivo de

evaluacion (Abe et al., 1999, 2002).

Se puede realizar una mejor evaluacion de las estructuras y de la calidad embrionaria por
medio del microscopio electréonico (Chartrain y Picard, 1988) o el microscopio confocal
(Byrne et al., 1999; Matwee et al., 2000), estos métodos de evaluacién presentan la gran

desventaja que va de por medio la viabilidad del los embriones.
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Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente estudio fue evaluar de manera comparativa la calidad morfoldgica
y el grado de desarrollo de embriones de Bos indicus, mediante el uso del microscopio
estereoscdpico e invertido de contraste de fases con la finalidad de verificar la

clasificacidén realizada en este tipo de embriones.

3.20BJETIVOS PARTICULARES

1. Comparar la eficiencia de la técnica en la evaluacién de la calidad embrionaria por
microscopia estereoscopica con la evaluacion en el microscopio invertido de
contraste de fases, para determinar la concordancia entre la clasificaciéon de las

caracteristicas de calidad y de grado de desarrollo de embriones Bos indicus

2. Determinar el grado de muerte celular (apoptosis) en los embriones para verificar
si existe alguna diferencia en la calidad de los embriones que al ser evaluados por

ambas técnicas mostraron alguna diferencia en cuanto a su calidad

3.3 HIPOTESIS

El microscopio invertido de contraste de fases permite evaluar mas precisamente la

calidad embrionaria que el microscopio estereoscépico
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1. Fase de campo
4.1.2. Localizacion

La produccién de embriones se llevé a cabo en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Ganaderia Tropical (CEIEGT) propiedad de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, UNAM; rancho “El Clarin”, localizado en el estado de Veracruz, a
una altura de 151msnm, en el Km 5.5 de la carretera federal Martinez de la Torre-
Tlapacoyan y rancho “La Soledad” localizado en el Km 3.5 del camino vecinal Mtz. de la
Torre-Novara, en el Municipio de Martinez de la Torre. El clima de esta zona es calido
himedo con una temperatura y precipitacion media anual de 23.4°C y 1840 mm,
respectivamente. Asitambién, se trabajo en el rancho particular “Flor de Maria”, ubicado
en el municipio de Tuxpan, Veracruz; a 10 msnm, clima tropical, con una temperatura
promedio anual de 24 °C y en el rancho “Lindavista”, municipio del Alamo, Veracruz.;
localizado a 40 msnm, su clima es cdlido-extremoso, la temperatura promedio anual es de

24°Cy su precipitacion previa anual es de 1,391 mm.

4.1.2. Animales

Se utilizaron 20 hembras Cebu de la raza Brahman (Bos indicus), cuyas edades fluctuaban
entre 3y 7 afios, con una condicion corporal entre 2.5 a 3.5 puntos en la escaladel1al 5
propuesta por Edmonson et al., (1989). Estas hembras fueron sometidas a una evaluacién
ginecoldgica mediante palpacion rectal, para corroborar que no estuvieran gestantes asi
como, que se encontraban ciclando y libres de alteraciones anatdmicas asi como

fisioldgicas que pudiera afectar su fertilidad.
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4.1.3. Superovulacion e inseminacion artificial

Las hembras se sincronizaron mediante la aplicacion de dos inyecciones de 25mg de
PGF2a (Lutalyse, Pfizer México) para inducir la apariciéon del celo (dia 0). La segunda
aplicacién de prostaglandina se realizdé a los 14 dias. Las vacas que presentaron celo
(permitir la monta por otra hembra) fueron sometidas al proceso de superovulacién, a
través de la aplicacién de 240mg de la hormona foliculo estimulante FSH-P1 (Folltropin-V®
BIONICHE), cada 12 horas (am-pm) en dosis decrecientes (cuadro 2) durante los dias 9, 10,
11, y 12 del ciclo estral (Lindsell et al., 1986); en el dia 11 por la tarde y en el 12 por la
mafiana se aplicaron 25 mg de PGF2 a para la induccién del celo, los dias 13 y 14 se realizé
la inseminacion artificial a las 12 y 24 horas posterior a la deteccion del celo. Los animales
fueron inseminados con semen congelado de toro Brahman. La recoleccidn de embriones
se llevd a cabo por medio de lavados uterinos, no quirurgicos, 7 dias posteriores a la
primera inseminacion. Una vez terminada la recoleccién de las hembras donadoras se les
administraron 25mg de prostaglandina con la finalidad de provocar la lisis del cuerpo

[Uteo.

Cuadro 2. Esquema del tratamiento de sincronizacién y superovulacion

PROTOCOLO DE SINCRONIZACION Y SUPEROVULACION
DiA Sincronizacion
1 PGF2a 25 mg
14 PGF2a 25mg
16-17 (estro=dia cero) Deteccidn de celos
Superovulacién
AM PM
9 50mg FSH 50mg FSH
10 40mg FSH 40mg FSH
11 30 mg FSH + 25mg 30mg FSH + 25mg
PGF2a PGF2a
12 20mg FSH 20mg FSH
25mg PGF2a
13 Deteccidn de celos e inseminacion.
14
21 Recoleccién de Embriones
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4.2. Fase de Laboratorio

4.2.1. Evaluacion de los embriones

Después de colectados, los embriones fueron evaluados y clasificados en fresco, por un
técnico con amplia experiencia, primeramente con microscopio estereoscopico (Stereo
Zoom®) se realizd la busqueda a un aumento de 15x y la evaluacidon a un aumento de 45k,
posteriormente fueron evaluados y clasificados con el microscopio invertido de contraste
de fases (Olympus CKX 31) con el objetivo 40x por un técnico diferente. Ambas
evaluaciones se hicieron de acuerdo a los criterios establecidos para embriones, buenos,

regulares y malos por Lindner y Wright (1983).

4.2.2. Criterios de calidad para la evaluacion por microscopia estereoscopica

Calidad Bueno. Corresponde a aquellos embriones con una masa embrionaria simétrica y
esférica con blastémeros uniformes en talla, color y densidad. Estos embriones coinciden
con el estado de desarrollo esperado. Las irregularidades deben ser relativamente
menores y al menos el 85% del material celular debe ser una masa embrionaria viable e

intacta. La superficie de la zona peltcida debe ser lisa y no céncava.

Calidad Regular. Moderadas irregularidades tanto en la forma de la masa embrionaria
como en tamafio, color y densidad de las células. Al menos el 50% de la masa embrionaria

debe estar intacta y viable.
Calidad 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. No es

recomendable la transferencia de estos embriones.

Muertos y no fertilizados. Embriones degenerados, en estado retrasado de desarrollo: no

viables y ovocitos.
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4.2.3. Congelacion

Una vez evaluados los embriones fueron congelados con Etilenglicol (VIGRO™ Ethylene
Glycol Freeze Plus with 0.1M Sucrose. Bioniche). Los embriones fueron colocados de
manera individual en pajillas de 0.25ml; se colocaron a -62C durante 5 minutos con la
induccion de la cristalizacién “seeding”, permaneciendo a -62C por 10 minutos; pasado
este tiempo se redujo la temperatura 0.5 ¢ C por minuto hasta -352C, una vez alcanzada

esta temperatura, se transfirieron directamente al nitrégeno liquido.

Los embriones en estadio de mérula y blastocisto se mantuvieron almacenados en un
termo con nitrégeno liquido a una temperatura de -196 2C. Durante este periodo de
tiempo los niveles del termo fueron monitoreados una vez al mes y se recargaba hasta

niveles 6ptimos recomendados por el fabricante.

4.2.4. Descongelacion

La descongelacidn se llevé a cabo por el método de un paso. El cual consiste en extraer las
pajillas del termo de nitrégeno manteniendo a temperatura ambiente durante 15
segundos, después se deposita en el bafio maria a 302C por 10 segundos. A continuacion
se transfiere el contenido de la pajilla sobre una caja de petri para posteriormente
transferir el embridn al medio de descongelacién (ViGRO™ One Step Thaw Plus BIONICHE)
donde permanece por 5 minutos, para después ser colocados en medio holding Plus®,

donde se mantuvieron hasta ser fijados para la técnica de TUNEL.

4.2.5. Técnica de TUNEL

Como criterio para definir la calidad embrionaria y realizar la toma de decisidn, con
respecto a los dos métodos de evaluacidn; se utilizo la técnica de TUNEL, la cual mide el
grado de muerte celular programada (apoptosis), por medio de la contabilizacion del
numero de células TUNEL positivas. Para esta evaluacidn se utilizaron los mismos criterios

descritos por (Marquez et al; 2005 y Contreras et al; 2008) tomando como embriones de
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buena calidad, aquellos que tuvieran un nimero menor de 14 células apoptéticas, en los
de regular calidad, se contabilizaron entre 15y 20 células TUNEL positivas y los embriones

de mala calidad se consideraron aquellos con un nimero mayor a 21 células apoptéticas.

Para este fin, los embriones fueron fijados en parafolmaldehido al 4% (Aldrich Chemicals
Company Inc., USA) en PBS, pH 7.4 durante 30 minutos, después se lavaron 2 veces en PBS
por 5 minutos; a continuacion, se coloco la solucién de Triton X-100 al 0.1% (Gibco BRL,
Grand Island, NY, USA) por 2 minutos y se lavaron 3 veces en PBS, para posteriormente
incubarlos durante 1 hora a 372 C con 200 pl de solucidon de TUNEL (Fluoresceina-Dutp y
dinucleotidil transferasa tdt). De esta manera, es posible detectar la fragmentacion de las
cadenas de DNA marcando el extremo 3'-OH utilizando un nucleétido marcado
(fluoresceina-dUTP), mientras que la enzima tdt realiza la transferencia de los nucleétidos.
El conteo de los nucleos apoptoticos, se realizaron con microscopio confocal LSM 5 pascal,

Zeiss (Argon-Krypton laser), con filtro BP 450-490.

4.3. Andlisis estadistico

El analisis de las caracteristicas morfoldgicas de los embriones de buena, regular y mala
calidad, se realiz6 por estadistica descriptiva a través de analisis de frecuencias, para cada
método de evaluaciéon en los diferentes estadios de desarrollo (modrula, blastocisto
temprano y blastocisto expandido). Para medir la concordancia entre los diferentes
métodos, por los cuales fueron evaluados los embriones: microscopia estereoscdpica con
el microscopia de contraste de fases asi como microscopia estereoscopica con TUNEL y
microscopia de contraste de fases con TUNEL, para cada estadio de desarrollo: mérula,
blastocisto temprano y blastocisto expandido (categorias mutuamente excluyentes) se
utilizé la prueba estadistica de Kappa de Cohen, para lo cual se empleo al programa Win
episcope 2.0. De esta forma se obtuvo el indice de concordancia kappa (k), el cual va
determinar hasta que punto la concordancia observada es superior a la esperada obtener

por puro azar; si la concordancia es perfecta, el valor de k=1; si la concordancia observada
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es igual a la esperada k=0; y en el caso de que el acuerdo observado sea inferior al

esperado k<0. La toma de decision se realizo en base al cuadro 3.

Cuadro 3. Nivel de concordancia de acuerdo al indice de kappa (k)

VALOR k NIVEL DE CONCORDANCIA
<0.20 INSIGNIFICANTE
0.21-0.40 POBRE
0.41-0.60 MODERADO
0.61-0.80 BUENA
0.81-1 MUY BUENA
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V. RESULTADOS
5.1 Evaluacion de los embriones mediante microscopia estereoscopica

Setenta y cuatro embriones fueron evaluados y clasificados por el método de
microscopia estereoscépica MEst. Después de la evaluacién, en fresco, tanto los
ovocitos como los embriones con un estado de desarrollo anterior a la moérula
compacta, fueron eliminados del proyecto, por lo que sélo se utilizaron 52 embriones
en los estadios de desarrollo de mdérula compacta, blastocisto temprano y blastocisto
expandido, en las calidades de bueno, regular y malo. Los resultados obtenidos de la
evaluacién estereoscopica se muestran en la figura 1, donde vemos que el 14% de las
morulas (n=21) fueron de buena calidad, 67% regular y 19% de mala calidad; en cuanto
a los blastocistos tempranos (n=20) el 70% correspondieron a embriones de buena
calidad y el 30% de calidad regular y el 100% de los blastocistos expandidos (n=11)

fueron de buena calidad.

Figura 1. Distribucién del grado de calidad embrionaria (bueno, regular y malo) de a cuerdo al estadio
de desarrollo (morula, blastocisto temprano y blastocisto expandido) a la evaluacién realizada mediante
el microscopio estereoscopico
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5.2 Evaluacion de los embriones mediante el microscopio invertido de contraste de
fases

Al realizar la evaluacidn por este sistema, en cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas
se observd que de las moérulas evaluadas (n=21) por el microscopio invertido de
contraste de fases MCF el 33% fueron buenas, el 43% regulares y el 24% malas,
mientras que el 75% de los blastocistos tempranos (n=20) fueron catalogados como de
buena calidad y el 25% de regular, asi como 91% de los blastocistos expandidos (n=11)

fue de buena calidad y sdlo el 9% fue evaluado como regular (Figura 2).

Figura 2. Distribucion del grado de calidad embrionaria (bueno, regular y malo) de a cuerdo al estado de
desarrollo (mdrula, blastocisto temprano y blastocisto expandido) a la evaluacién realizada mediante el
microscopio invertido de contraste de fases
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5.3 Evaluacion embrionaria mediante la técnica de TUNEL

Esta evaluacion fue utilizada como criterio para definir el grado de calidad del embrién.
En la figura 3, se observa que el 67% de las mérulas fueron clasificados como de buena
calidad; el 14% como regulares y el 19% como malos; de los blastocistos tempranos
fueron clasificados como buenos el 65%, el 30% como regular, sélo el 5% como malos
y los blastocistos expandidos el 100% fueron evaluados como embriones de buena

calidad.

Figura 3. Distribucion del grado de calidad embrionaria (bueno, regular y malo) de a cuerdo al estado de
desarrollo (morula, blastocisto temprano y blastocisto expandido) a la evaluacion realizada mediante la
técnica de TUNEL

31



5.4 COMPARACION ENTRE EVALUACIONES

5.4.1 Estereoscopico — Contraste de fases

Al realizar la comparacion entre los dos métodos de evaluacién en cuanto a calidad
(bueno, regular y malo), del total de embriones clasificados como buenos (n=28) por el
MEst, el 93% fueron catalogados como de buena calidad por el MCF. Dentro del
estado de desarrollo, las moérulas evaluadas como de buena calidad por ambos
métodos concordaron al 100% (n=3), mientras que de los embriones regulares (n=14)
el 64% concordaron con los dos métodos de evaluaciéon; el 28.6% (n=4) fueron
evaluados como de buena calidad y el 7% (n=1) como de mala calidad por el MCF

(figura 4).

MORULA BLASTO TEMP BLASTO EXP

Figura 4. Valores absolutos de los embriones observados a la comparacion de los métodos de evaluacion
(MEst vs MCF); en cuanto a calidad (buena, regular y mala) de acuerdo al estado de desarrollo (mérula,
blastocisto temprano, blastocisto expandido)
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5.4.2 Estereoscopico — TUNEL

En la figura 5 se muestra la concordancia existente entre el microscopio
estereoscopico con la técnica TUNEL, dénde observamos que al igual que con el CF, el
100% de los embriones evaluados como buenos y malos concordaron entre los dos
métodos de clasificacién, en el estado de madrula, mientras que solo el 21% de los
embriones regulares (n=3) coincidieron en ambas evaluaciones, el 79% restantes
(n=11) fueron evaluados como embriones de buena calidad. Para los blastocistos
tempranos el 100% de los embriones regulares y el 93% de los embriones buenos
fueron evaluados de igual forma por ambos métodos, el 7% de los embriones buenos
(n=1) fue evaluado como de mala calidad por la técnica de TUNEL. El 100% de los
blastocistos expandidos fueron calificados como de buena calidad por los dos

métodos.

Mérula Blastocisto Temprano Blastocisto Expandido

Figura 5. Valores absolutos de los embriones observados a la comparacién de los métodos de evaluacién
(estereoscopico vs TUNEL) en cuanto a calidad (buena, regular y mala) de acuerdo al estado de
desarrollo (mérula, blastocisto temprano, blastocisto expandido)
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5.4.3 Contraste de fases - TUNEL

Con respecto al microscopio invertido de contraste de fases, al comparar las
evaluaciones con las efectuadas por la técnica de TUNEL, se pudo observar que al igual
que con MEst, el 100% de las modrulas fueron evaluadas como buenas por ambos
métodos, mientras que solo el 33% (n=3) de las regulares permanecieron como calidad
regular por TUNEL y el 67% (n=6) fueron evaluados como de buena calidad. En cuanto
a las morulas de mala calidad concordaron el 80% (n=4) y el 20% (n=1) fue clasificada
como morula de buena calidad. Con respecto a los blastocistos tempranos el 87% de
los embriones buenos, el 83% de los regulares, asi como el 91% de los blastocistos

expandidos concordaron entre las evaluaciones (Figura 6).

Morula Blastocisto Temprano Blastocisto Expandido

Figura 6. Valores absolutos de los embriones observados a la comparacién de los métodos de evaluacién
(contraste de fases (MCF) vs TUNEL) en cuanto a calidad (buena, regular y mala) de acuerdo al estado
de desarrollo (mdrula, blastocisto temprano, blastocisto expandido)
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5.4.4 Estereoscopico-contraste de fases-TUNEL

Al realizar la comparacion entre los dos métodos de evaluacidon con la prueba de
TUNEL (Figura 7) se observo un incremento en los embriones clasificados como buenos
con respecto a los evaluados con el MCF y MEst, disminuyendo el nimero de

embriones clasificados como de calidad regular.

Morula Blastocisto Temprano Blastocisto Expandido

Figura 7. Valores absolutos de los embriones observados a la comparacion de los métodos de evaluacion
(estereoscopico (ESTEREQ), contraste de fases (CF) y TUNEL) en cuanto a calidad (buena, regular y mala)
de acuerdo al estado de desarrollo (mdrula, blastocisto temprano, blastocisto expandido)

Al comparar los tres métodos de evaluacion (MEst, MCF y TUNEL) del total de
embriones evaluados, se mostré que al igual que con los métodos Opticos de
valoracion, no hay diferencias importantes con los embriones evaluados como de
buena o mala calidad, no siendo asi para los regulares, especificamente en el estado de
morula, donde 9 de las 14 morulas calificadas por MEst, y 7 de las 8 mérulas evaluadas
como regulares por el MCF, fueron designadas como de buena calidad por la técnica
de TUNEL. Asi tenemos que la concordancia entre los métodos morfoldgicos de

evaluacion (MEst y MCF) con la prueba de TUNEL es pobre (Figura8 ay b)
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MEst MCF TUNEL

B(3) mmm==pp B (3) mm—) B (3)

Mérula = R (14) ==p R (8) ==—mmm=p B (7)
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\ M (1)

M(2) ey M (2)

R(1) e M(1)
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\ M (3) /
\ R (1)

Figura 8a. Cambios ocurridos segln el método de evaluacion utilizado en la clasificacion de las morulas.
El grado de calidad se representa por la letra (B) bueno, (R) regular y (M) malo y el nimero de
embriones evaluados para cada grado de calidad esta entre paréntesis.
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MEt MCF TUNEL
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Figura 8b. Forma en que ocurrieron los cambios por método de evaluacion utilizado en la clasificacién
de los blastocistos tempranos y expandidos. El grado de calidad se representa por la letra (B) bueno, (R)
regular y (M) malo y el nimero de embriones evaluados para cada grado de calidad esta entre
paréntesis.
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Figura 9. Embrién de buena calidad evaluado por microscopia de contraste de fases (A)
sefialado por la flechay (B) el mismo embridn procesado por la técnica de TUNEL, la flecha
marca una célula TUNEL positiva

A B C

Figura 10. Mérula evaluada como de buena calidad mediante los tres diferentes métodos: (A)
microscopio estereoscopico, sefialada por la flecha, (B) contraste de fasey (C)TUNEL, la flecha
indica la presencia de una célula Tunel- positiva
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A B

Figura 11. (A) Blastocisto evaluado como calidad regular mediante el estereoscopico, (B) al ser
clasificado por el contraste de fases se valoro como bueno y al realizar la técnica de TUNEL (C),
se corrobord que efectivamente era de buena calidad. Las flechas sefialan el embridn
correspondiente en Ay B

5.5 CONCORDANCIA ENTRE LOS METODOS DE EVALUACION

Para la determinacién de concordancia entre los métodos de evaluacion (MEst vs MCF;
MEst vs TUNEL y MCF vs TUNEL) se hizo el anadlisis estadistico de Kappa de Cohen,
donde la concordancia fue establecida de acuerdo al cuadro 2. En cuanto al grado de
calidad, se mostré una buena concordancia (k=0.61) entre los dos primeros métodos
(MEst vs MCF), no siendo asi para los métodos de evaluacién meramente morfoldgicos

MEst y MCF con TUNEL (k=0.17 y k=0.22) respectivamente.

Asi también, es importante destacar la tendencia para la evaluacion respecto al estadio
de desarrollo, donde observamos que sin importar la concordancia entre los distintos
métodos de evaluacion el indice kappa (concordancia) se va incrementando conforma

avanza el estadio de desarrollo del embridn (cuadro 4).
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Cuadro 4. indice de concordancia kappa: a) Insignificante, b) pobre, c) moderado, d) bueno, ) muy bueno, entre métodos de evaluacién

(Estereoscépico MEst; Contraste de fases MCF y TUNEL) para cada estadio de desarrollo.

MEst MCF TUNEL
Moérula Blastocisto Blastocisto Moérula Blastocisto Blastocisto Moérula Blastocisto Blastocisto
temprano temprano temprano
Mérula 0.46° 0.08°
MEst Blastocisto 0.62° 0.12°
temprano
Blastocisto 0.90° 1°

MCF

Moérula

Blastocisto

temprano

Blastocisto

TUNEL

Mérula

Blastocisto

temprano

Blastocisto




VI.DISCUSION

El objetivo de esta investigacidn, fue realizar una comparacién mediante el MEst y el
MCF, en embriones de ganado Bos indicus, en el cual el tipo de valoracién de los mismos,
en los estados de morula y blastocisto, fue establecido originalmente en forma
morfoldgica de acuerdo a las caracteristicas dpticas, no invasivas, de las particularidades
de tamafio, forma, simetria, color y apariencia de las células embrionarias (Linder and
Wright, 1983). Actualmente, sabemos que la evaluacién embrionaria basada
exclusivamente en la observacién morfoldgica de las estructuras, es imperfecta, sin
embargo, al igual que en humanos, sigue siendo el método preferido para la seleccién de
embriones previo a la transferencia, en los programas de reproduccion asistida (Alikani et
al., 2002).

En el presente estudio, los criterios de evaluacién de la calidad de los embriones,
utilizados tanto para la valoracién MEst como para la MCF; coinciden con los utilizados
por Shea (1981), Marquez et al., (2004), Contreras et al., (2008). Estos autores
encontraron que embriones evaluados por MEst de buena calidad presentan una forma
esférica, color dmbar y sin alteraciones de la zona pellcida, los regulares presentan
algunas imperfecciones en la zona pelucida, ademads de detritus celulares y algunos
blastomeros con forma irregular, en tanto que los malos poseen mayor cantidad de
desechos celulares y un nimero mas alto de blastdmeros irregulares, extruidos y en
degeneracion. Por medio del presente estudio, se pudo constatar que dichos criterios
pueden ser observados tanto por el MEst como por MCF, sin embargo, ciertos dafios de la
zona pellcida, de la integridad y uniéon de los blastdmeros no pueden ser bien
identificadas por el método estereoscépico. Albihn et al., (1990), determinaron que en los
blastocistos de buena calidad hay una clara diferenciacién entre las células trofoblasticas,
células de la masa celular interna y formacion del blastocele. Al respecto, Linares y King,
(1980) concuerda con las caracteristicas de evaluacién antes mencionadas. Sin embargo,
mencionan que en la evaluacion realizada por el microscopio invertido de contraste de
fases, se observaron ciertas especificidades que no pueden ser vistas tan claramente con

el MEst, como son el complejo de uniones entre las células del trofoblasto. De acuerdo a
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los resultados obtenidos en el presente estudio las discrepancias observadas entre
embriones de diferente calidad fueron visibles por los dos métodos de evaluacién

utilizados.

En cuanto al grado de calidad, se mostré una buena concordancia entre métodos, de
acuerdo al estadistico de Kappa de Cohen (80%, k=0.61). Teniendo que para el MEst se
tuvieron 54% de embriones de buena calidad comparado con el 62%, evaluado por el
MCF, 38 vs 30% de calidad regular y 8 vs 10% de mala calidad. Es importante destacar que
a la evaluacion estereoscopica del total de las morulas, el 67% se valoraron como calidad
regular, mientras que los embriones en etapas mas avanzadas de desarrollo, blastocistos
tempranos y expandidos, el mayor porcentaje se clasifico como buenos, siendo 70 y 100%
respectivamente. Esta misma tendencia se encontré en la evaluacion realizada por el
método MCF, teniendo el 43% de morulas calidad regular aungue en menor proporcion
qgue por MEst, observando que para el estado de mérula, la concordancia entre métodos
deja de ser buena para ser moderada (k=0.46), no siendo si para los blastocistos. Para los
blastocistos el mayor porcentaje se evalué como de buena calidad y su concordancia
sigue siendo buena y muy buena en el caso de los blastocistos expandidos. Al igual que
Callesen et al., (1995), pudimos observar que los embriones, que presentan un estado de
desarrollo mas avanzado, en promedio tienen un mejor grado de calidad (91%
blastocistos expandidos de buena calidad) que las etapas mas tempranas (blastocistos
tempranos 75 y morulas 33%). Al respecto, Antunes et al., (2008) mencionan que en
embriones producidos in vitro, de nueve células hasta los estados de mérula presentan un
menor grado de calidad, cuando son comparados con los blastocistos, al ser evaluado su

indice de apoptosis.

Lo anterior contrasta con la evaluacidn realizada por la técnica de TUNEL sobre los
mismos embriones, en la cual el mayor porcentaje de las mérulas fueron evaluadas como
de buena calidad (67%) y las regulares disminuyeron al 14% lo que nos indica una baja
concordancia de acuerdo al analisis estadistico de Kappa, entre la técnica de TUNEL con
el MEst (k= 0.169), y pobre con el contraste de fases (k= 0.217). De acuerdo a estos

resultados, no podemos tener una certeza de la calidad de los embriones al ser evaluados
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Unicamente por su forma morfoldgica. Asi, Rondeau et al., (1995), también reportaron
qgue al evaluar el metabolismo de embriones, el 47% de los clasificados como de buena
calidad, por método tradicional estereoscépico, no tenian actividad metabdlica normal,
debido quiza a defectos funcionales que no pueden ser detectados cuando se utiliza un

método subjetivo como es la evaluaciéon microscépica.

Esta discordancia en las evaluaciones se ha mencionado en otros trabajos. Aguilar et al.,
(2002) demostraron que existe hasta un 30% de variabilidad en los criterios de valoracion;
en el presente estudio se encontré que la mayor discrepancia se presenta en los
embriones en estado de morula calificados como de regular calidad. Lo anterior
concuerda con lo mencionado por Lépez-Demian et al., (2008), quienes observaron que
en embriones de vacas Bos taurus la mayor incertidumbre se presentaba en los de calidad
regular. Sin embargo, concluyen que en los embriones de Bos indicus es inexacta la
evaluacidon de los embriones de buena calidad en un 25% mientras que para los
embriones de Bos taurus es adecuada. En el presente estudio se encontré una
variabilidad menor al 10% en los embriones de buena calidad. Estas diferencias en cuanto
a variabilidad en las clasificaciones, se puede deber tanto al método de evaluaciéon como
a las diferencias entre evaluadores. Farin et al., (1995); sefialaron que la constancia entre
evaluadores para la correcta clasificacidon del grado de calidad es aproximadamente del
60% en embriones producidos in vivo. Lo anterior sugiere que los embriones producidos
de forma rutinaria tienen cierto grado de error en cuanto a su evaluacién, quedando claro
gue efectivamente en la actualidad se carece de algin método para evaluar y clasificar los
embriones de manera precisa, objetiva y no invasiva para conocer la viabilidad de los
mismos. Al respecto, Walker (1989) menciona que la calidad del embrién expresa la
viabilidad de éste, ya que la reduccidon de la misma en términos de pobre calidad se
refleja en una tasa de desarrollo mas lenta. En este sentido, Callesen et al., (1995) sefialan
que la relacion entre el estado de desarrollo y el grado de calidad, se ve limitado al
método de evaluacidn, el cual en la mayoria de los casos, resulta ser muy simple. Es decir,
existe mayor dificultad el asignar el grado de calidad al evaluar estados de desarrollo mas
tempranos (morulas, blastocistos tempranos) que estados mas avanzados (blastocistos
expandidos), tomando en cuenta que la variacion existente puede deberse a la
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imprecision en la definicion de los grados de calidad y la consideracion de cada evaluador
sobre los defectos especificos (Farin 1995). No obstante, se concuerda con que existe una
menor variabilidad en las evaluaciones realizadas para el estado de desarrollo que para
los grados de calidad, siendo mejor la concordancia para los grados extremos (bueno y
malo) que para los regulares (Farin et al., 1995). En cuanto al grado de desarrollo,
Betteridge and Rieger (1993) observaron que las anormalidades y las células en

degeneracion son mas dificiles de identificar en los blastocistos que en las moérulas.

A diferencia de este trabajo, Aguilar et al (2002), observaron una disminucion del 51 al
26% en los embriones de buena calidad al ser evaluados por MEst y microscopia de luz
respectivamente, mientras que los regulares se incrementaron del 24 al 32%, mientras
que en el presente estudio, los embriones de buena calidad se fueron incrementando
cuanto mas preciso era el método de evaluacion, sobre todo, en el estado de modrula, 14%
de embriones buenos evaluados por el MEst, y 33% por el MCF aumento hasta el 67%
cuando la evaluacién se realizo por medio de la técnica de TUNEL. Esto concuerda con lo
obtenido por Lépez-Demian et al (2008), quienes utilizaron la microscopia electrénica de
transmisién para evaluar la calidad de los embriones y mostraron que el porcentaje de
embriones buenos aumento (33 a 47%), mientras que los regulares disminuyeron de (33 a
20%), apreciandose que el numero de embriones clasificados como de pobre calidad se
mantenian en el mismo porcentaje. En este trabajo se observo que un 60% de los
embriones evaluados como regulares por MEst y MCF fueron valorados como de buena
calidad al ser sometidos a la prueba de TUNEL, al igual, en un estudio paralelo en via de
publicarse (Godinez, 2009) donde el 60% de los embriones evaluados como de calidad
regular, sin tomar en cuenta el estado de desarrollo, fueron catalogados como de buena
calidad al ser sometidos a métodos de evaluacién mas precisos (medio de cultivo, grado
de apoptosis por la técnica de TUNEL y grado de proliferacién celular por la técnica de

BrdU).

Esta caracteristica en la evaluacién de los embriones clasificados como regulares ha sido
observada por diferentes autores (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
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evaluadores para asignar la calidad es pobre, presentandose estos problemas al asignar la
calidad regular. Asi también, Lépez-Demian et al., (2008) observaron que el mayor
porcentaje de error se encontraba en los embriones regulares; sin embargo, en este
trabajo los embriones regulares tendian a evaluarse como de menor calidad (malos),
mientras que en el presente trabajo fue lo contrario, los embriones regulares, al ser
sometidos a la técnica de TUNEL, la mayoria se determind que eran de buena calidad.
Esto podria deberse a que en los embriones evaluados por microscopia estereoscdpica se
utilizaron criterios de inclusién menos estrictos, por consiguiente, al ser evaluados por un
método mas preciso como la microscopia electrdnica, tendieron a bajar su grado de
calidad. Un ejemplo de esto se presenta en los evaluadores que trabajan regularmente
con ganado de tipo Bos indicus, donde en los programas de produccidén de embriones, se
ha observado una menor produccién de estos haciendo que la valoracién tienda a ser
menos estricta, al ser comparada con la utilizada con los embriones de tipo europeo.
Aunado a lo anterior, Farin et al.,, (1999) mencionan que la importancia de realizar una
evaluacion mas o menos certera, radica en la tasa de gestacion, ya que las diferencias

entre evaluaciones pueden dar una diferencia del 16% en las gestaciones.

En cuanto a la evaluacién realizada por medio de la técnica de TUNEL, se encontraron
células Tunel-positivas en todos los embriones. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Gj@rret et al., (2003), Marquez et al., (2004), Contreras et al., (2008),
dénde que detectaron células Tunel-positivas en los embriones evaluados aun en
diferentes etapas de desarrollo. Trabajos anteriores han mostrado que pueden
encontrarse embriones que al parecer son de buena calidad morfolégica al ser evaluados
por el método rutinario MEst, pero no siempre tienen una actividad metabdlica normal,
pudiendo tener defectos funcionales que no son detectados al ser evaluados en fresco y
que por ende al ser sometidos al proceso de congelacion, pueden no ser viables al
momento de ser transferidos (Aguilar et al., 2002; Marquez et al., 2004). Esto puede ser
un serio problema en los programas masivos de produccién de embriones, en especial, en
paises como Meéxico, donde los programas tienden a masificarse debido a subsidios
gubernamentales y decisiones politicas que posiblemente contribuyen a que los controles
de calidad y criterios de seleccidon puedan ser menos estrictos. Asi mismo, por la cantidad
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de embriones producidos es posible que las condiciones de almacenamiento no sean las
Optimas. En efecto, un estudio realizado por Marquez et al., (2004) demuestra que los
embriones que han sido evaluados y clasificados como de buena calidad al microscopio
estereoscaopico por personal calificado y almacenados por diferentes periodos de tiempo
en nitrégeno liquido, presentan dafo celular al evaluarlos por otros métodos, como la

técnica de TUNEL.

Dentro de los métodos mas frecuentemente utilizados para la deteccidn de apoptosis en
los embriones en etapas tempranas, encuentran los que se basan en la observacion
morfolégica de procesos tipicos de la apoptosis como es la condensacion y fragmentacion
nuclear (Microscopia electrénica y marcaciéon morfoldgica con fluorescencia), o en la
evaluacion de la presencia especifica de la degradacion del DNA (Prueba de TUNEL) (Betts
et al., 2001). En el presente estudio, empleando la prueba de TUNEL se observé que
embriones clasificados como buenos presentaron un menor nimero de células Tunel-
positivas que los regulares y los malos, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por
Marquez et al., (2004) y Contreras et al., (2008). Sin embargo, pudimos observar que de
los embriones evaluados morfolégicamente como regulares, el 60% presentaban un
numero de células Tunel-positivas, similar a los embriones clasificados como de buena
calidad, lo que nos lleva a sugerir que independientemente de la morfologia presente en
los embriones al momento de ser evaluados en fresco o después de la congelacion, lo que
va delimitar su calidad y viabilidad es su funcidn metabdlica. Se han realizado estudios en
base a la fragmentacion de los embriones, ya que es uno de los criterios mas significativos
empleados para describir el estado de los mismos en base a su morfologia, y es tomado
en cuenta como indice de calidad. Hardy y Spanos, (2002) mencionan que la
fragmentacion citoplasmatica puede ser un marcador no invasivo de la muerte celular
programada tipo apoptosis, especialmente en la masa celular interna (MCIl). Al respecto,
Antunes et al., (2008) menciona que el indice de apoptosis como pardmetro para medir la
calidad embrionaria es superior a la fragmentacion. Sin embargo, en humanos se ha
observado que la relacion entre la fragmentacion y la apoptosis es subjetiva (Van
Blerkom, 1999; Hardy, 1999, Jursicova et al., 2003). lkeda et al., (2006) mencionan que
existe la posibilidad de que la fragmentacién embrionaria se deba mas a la asimetria en la
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division celular, que al proceso de apoptosis. En otro estudio se mostré que el indice de
células apoptédticas fue el mismo en morulas que presentaban un 50% mas de
fragmentacion, indicando que la apoptosis y la fragmentaciéon pueden ocurrir como
procesos independientes (Van Soom et al., 2003). Estos estudios nos llevan a sugerir que
uno de los errores que se ejecutan al momento de la evaluacion morfoldgica, como lo
muestra este trabajo, puede recaer en el porcentaje de fragmentacién, sobre todo en los
estados de morula, los cuales se podria estar penalizando el grado de calidad, y de este
modo, embriones que morfolégicamente aparentan tener menor calidad (regular o malo),

estan siendo evaluados erroneamente.

De acuerdo a lo antes mencionado, y a los resultados de este trabajo podemos afirmar
que la apoptosis esta muy relacionada con la calidad del embridn. A este respecto, Byrne
etal., (1999); Contreras et al., (2008) y Godinez, (2009) demostraron que los blastocistos
con mayor incidencia de células con caracteristicas de apoptosis, poseen menor potencial
de desarrollo al ser cultivados, demostrando que cuando el porcentaje de muerte celular
llega a un nivel critico es dafiino para el desarrollo del embrién a pesar de ser este un

mecanismo fisioldgico.

Por otro lado, existen nuevas técnicas que nos pueden ayudar a predecir la calidad
embrionaria. Un pardmetro no muy estudiado y que puede ser de ayuda para medir la
calidad embrionaria es la presencia del indice de proliferacién celular, el cual puede ser
evaluado por la presencia de antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), que es un
marcador especifico de la fase S del ciclo celular y es un componente esencial de la
magquinaria de reparacién y replicacién del DNA (Makarevich et al., 2002). Otro método
empleado es la incorporacién de 5’bromo2’deoxy-uridine (BrdU) utilizada para
monitorear la sintesis de DNA (en la fase S) y la proliferacion celular por
inmunocitoquimica (Moussa et al., 2005). Asi, Godinez (2009) realizé una comparacion
entre el numero de células TUNEL positivas y la proliferacion celular por medio de la
técnica de incorporacién de BrdU en embriones bovinos, mantenidos en cultivo. De esta
manera se observd que no existen diferencias significativas entre el nimero de células

Tunel-positivas entre embriones frescos y congelados pero si en el numero de células
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BrdU positivas, siendo mayor esta diferencia en los embriones regulares y malos. Por
ende un método no invasivo y que no requiera de equipo costoso, pero que cuente con la
precisiéon del BrdU podria ser una alternativa para mejorar la eficacia de la evaluacion de

embriones previo a la transferencia.
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VIl. CONCLUSIONES

Con base en los resultados de este estudio, es recomendable que los programas de
transferencia de embriones, que se realicen en el trépico con vacas cebuinas, se
aboquen a la mejor época del afio (lluvias), lo que podria resultar en el aumento del
porcentaje de éxito durante la evaluacién de los embriones y por consiguiente en su

posterior transferencia o congelacion.

A pesar de que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
las evaluaciones realizadas mediante el MEst y el MCF, si se observé una diferencia
numeérica entre ambos métodos, siendo esta mas marcada, en la valoracidn
realizada en el estadio de mérula de calidad regular, observandose un incremento

de los embriones de buena calidad al realizarse la evaluacion por MCF.

Entre lo referente a las evaluaciones realizadas por los métodos morfolégicos (MEst
y MCF) y la técnica de TUNEL, si se pudieron observar diferencias significativas, para
los estadios de moérula y blastocisto temprano, lo que nos indica que entre mas
avanzado sea el estado de desarrollo del embrién, la evaluacién morfoldgica tiende

a ser mas precisa sin importar el método de evaluacidon empleado.

Sobre la base de estos antecedentes, se sugiere realizar mas investigaciones al
respecto, con la finalidad de encontrar un método que vaya mas alld de los
parametros de calidad en cuanto los cuales resultan ser subjetivos, pero que no
comprometa la viabilidad de los embriones y de ser posible, aplicable a nivel de

campo.
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