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. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la viabilidad de embriones de bovino
obtenidos en fresco y congelados, durante un periodo de cuatro horas utilizando
un medio de cultivo. Se realizaron dos experimentos, el primero con embriones
frescos para los cuales, 14 hembras de raza Brahman fueron sometidas a un
programa de sincronizacion, superovulacion e inseminacion artificial. La colecta de
embriones se realiz6 a los 7 dias post inseminacién obteniéndose un total de 46
embriones los cuales se clasificaron como buenos (n=24), regulares (n=14), y
malos (n=8). Se form6 el grupo experimental con 19 embriones buenos, 9
regulares y 4 malos, el grupo testigo quedo integrado con 5 embriones buenos, 5
regulares y 4 malos.

El segundo experimento estuvo formado por 47 embriones congelados,
provenientes de una fuente comercial del estado de Chiapas, de los cuales 20
buenos y 16 regulares formaron el grupo experimental, 6 embriones buenos y 5
regulares formaron el grupo testigo.

Los embriones testigo de los experimentos 1 y 2 se procesaron por la técnica
TUNEL-BrdU para cuantificar las células en apoptosis y en proliferacion. Los
embriones tanto frescos como congelados de los grupos experimentales (n= 68),
se cultivaron en medio McCoy® a 37° C con 60% de humedad y 5% de CO,, Se

observé la morfologia asi como el grado de desarrollo al inicio y al término del
tiempo de cultivo, posteriormente se procesaron con la técnica de TUNEL-BrdU.
En el experimento 1, el 74% (n= 14) de los embriones buenos y 60% (n= 5) de los
regulares se mantuvieron viables durante las cuatro horas de cultivo; mientras que
el 26% (n= 5) de los buenos y 40% (n= 4) de los regulares mostraron cambios
degenerativos. Con los embriones de mala calidad el 100% (n= 4) degenerd
durante el cultivo. Al comparar el niumero de nucleos TUNEL-BrdU positivos entre
el grupo testigo y experimental, no se encontraron diferencias significativas.

En el experimento 2, el 54% de los embriones buenos (n= 11) y el 42% de los
regulares (n= 7) se mantuvo viable durante el cultivo, mientras que el 46% de los
buenos (n=9) y el 68% de los regulares (n= 9) mostraron cambios degenerativos a
las 4 horas del cultivo. Al comparar el numero de nucleos TUNEL-BrdU positivos



entre el grupo testigo y experimental, no se encontraron diferencias significativas
en ninguna clasificacion.

Por lo tanto, se puede concluir que el cultivo embrionario empleado durante cuatro
horas, en los embriones producidos in vivo, permite seleccionar aquellos que
tienen posibilidades de continuar con un desarrollo favorable de los que se
encuentran en un proceso de degeneracion. En el caso de los embriones
congelados, éste método puede ser utilizado como un control de calidad en
aquellos embriones que se han almacenado durante periodos largos de tiempo y

su viabilidad se encuentre comprometida.

Palabras clave: Bovino, embriones F1, cultivo, congelacion, TUNEL - BrdU.



Il ABSTRACT

The aim of this study was to assess the viability of fresh and frozen bovine
embryos for a period of four hours using embryo culture. Two experiments were
conducted, the first with fresh embryos; to this effect 14 Brahman cows were
subjected to a synchronization, superovulation and artificial insemination programs.
The collection of embryos was performed at 7 days post insemination obtaining a
total of 46 embryos which were classified as good (n = 24), fair (n = 14) and poor
(n = 8). The experimental group was formed with 19 good embryos, 9 fair and 4
poor, the control group was composed with 5 good, 5 fair and 4 poor embryos.

The second experiment consisted on assessing 47 frozen embryos, from a
commercial source in Chiapas, including 20 good and 16 fair embryos; 6 good and
5 fair formed the control group.

Control embryos in the experiments 1 and 2 were processed by the TUNEL and
BrdU techniques to quantify the apoptosis and cell proliferation. The fresh and
frozen embryos in the experimental groups (n = 68), were cultured in McCoy media
at 37°C with 60% humidity and 5% CO.. Morphology and degree of development
was recorded and at the end of culture was processed with TUNEL-BrdU
techniques.

In experiment 1, 74% (n = 14) of good embryos and 60% (n = 5) of the ones
classified as fair remained viable during the four hours in the culture media, whilst
26% (n = 5) of the good and 40% (n = 4) of the fair ones showed degenerative
changes. With poor-quality embryos 100% (n = 4) degenerated during culture.
When comparing the number of BrdU-TUNEL positive nuclei between the
experimental and control group, there were no significant differences.

In experiment 2, 54% of good embryos (n = 11) and 42% of the fair (n = 7)
remained viable during culture, whilst 46% of the good (n = 9) and 68% of the fair
embryos (n = 9) showed degenerative changes within 4 hours after culture. When
comparing the number of BrdU-TUNEL positive nuclei between the experimental
and control group, no significant differences were observed in any of the

categories.



In conclusion, culture of fresh embryos can be used as a test to confirm an
adequate diagnosis by stereoscopic microscopy. But further can be of assistance
in clarifying those wrongly classified by the above technique. In the case of frozen
embryos, culture can be used as a method for quality control in those cells stored

for long periods of time.

Keywords: Cattle, F1 embryos, embryo culture, freezing, TUNEL, BrdU



lll. INTRODUCCION

La ganaderia en las areas tropicales de México es mayormente de tipo extensivo,
poco especializada y depende de las variaciones climaticas. Esto trae como
consecuencia una disponibilidad estacional de los nutrientes necesarios para el
crecimiento, desarrollo y reproduccion del rebafo bovino. Uno de los factores que
limita la produccién de los bovinos en el tropico es su baja eficiencia reproductiva,
la cual se caracteriza por un porcentaje bajo de partos, edad avanzada al primer
parto e intervalo entre partos prolongados, lo cual podria mejorarse si se aplica un
manejo adecuado (Roman 1981). Por otra parte, las razas de bovino de origen
cebuino (Bos indicus) y criollo son las que predominan en estas regiones debido a
su capacidad para resistir las altas temperaturas y enfermedades parasitarias. Sin
embargo, sus parametros productivos y reproductivos son notablemente bajos en
comparacién con las razas europeas (Barros et al., 2006; Madalena et al., 1989).
Numerosos estudios coinciden en que las cruzas media sangre entre ganado Bos
indicus y Bos taurus (F1) presentan comportamiento productivo y reproductivo
superior, asi como mejor adaptacion al medio ambiente (Cunningham 1989;
Gutiérrez et al., 2001), sin embargo, es dificil mantener el vigor hibrido de esta
cruza en las generaciones subsecuentes. Para disminuir este efecto, se han hecho
esfuerzos para implementar programas de Ovulacion Mdltiple y Transferencia de
Embriones (MOET) en las regiones tropicales del pais, teniendo resultados muy
variables, debido principalmente a la poca informacién disponible en el ganado
cebuino, lo cual crea la necesidad de perfeccionar y adaptar dichas tecnologias
con el fin de mejorar la eficiencia reproductiva de los hatos.

En los programas de ovulacién multiple y transferencia de embriones en ganado
Bos taurus se han reportado tasas de prefiez que van desde un 40% hasta un
70% partiendo de embriones transferidos en fresco (Spell et al., 2001; Hasler
2001). En cambio, estudios realizados en ganado Bos indicus han reportado tasas
de prenez desde 27% hasta 65% (Alarcén 2008; Roa 1997; Peres 2006;) Estas
diferencias pueden deberse a factores ya sean ambientales, nutricionales, de



manejo o bien por factores inherentes al embrién (grado de desarrollo y calidad)
(Bényei et al., 2006).

La evaluacion de la calidad y desarrollo embrionario es un factor de gran
relevancia que impacta de manera directa en el éxito o fracaso de los programas
de transferencia de embriones. Se ha mostrado en diversos estudios que las tasas
de prefiez aumentan cuando la calidad de los embriones seleccionados para este
propésito es excelente y buena. (Putney et al., 1988; Putney et al., 1989; Lindner
and Wrigth 1983). Sin embargo, la evaluacion basada unicamente en la morfologia
del embridon es muy subjetiva llegandose a encontrar una variabilidad de hasta el
30% entre evaluadores expertos (Farin et al., 1995), encontrandose mayor
dificultad para diferenciar entre los embriones de buena y regular calidad. En un
estudio realizado por Rondeau y col., (1995) quienes evaluaron el metabolismo de
los embriones encontraron que el 47% de los que se consideraban de buena
calidad tuvieron una actividad metabdlica anormal, caracteristica fisiol6gica que no
puede ser detectada por medio del microscopio estereoscopico.

La calidad de los embriones puede ser evaluada de diferentes maneras de
acuerdo con el destino del embrion; si el destino es la transferencia u otra
biotecnologia asociada, la técnica a utilizar debera permitir el desarrollo normal del
embrion (evaluacién morfologica, grado de desarrollo, pruebas metabdlicas,
resistencia a la congelacién). Por otro lado, existen las técnicas invasivas, las
cuales permiten obtener datos mas exactos sobre el embrién, haciendo de estas
técnicas ideales para la investigacion pero no aplicables para su transferencia
(microscopia electronica, deteccion de proliferacién y muerte celular, Hibridacién
In Situ de Fluorescencia 6 FISH) (Palma 2008).

No obstante de la correcta evaluacién de los embriones, es importante tener en
cuenta que existen casos donde los embriones de buena calidad no concluyen en
una prenez. Un estudio realizado por Reichenbach (2003) sugiere que un camino
para incrementar la capacidad de desarrollo de los embriones parcialmente
degenerados es cultivandolos antes de transferirlos. En este sentido, los cultivos
embrionarios han sido ampliamente estudiados para la produccién de embriones
in vitro principalmente en ganado europeo (Pontes 2009; Farin 1997; Lane 2006).



En la actualidad existen diferentes cultivos comerciales que permiten el desarrollo
de éstos hasta etapas en las que podrian ser transferidos; sin embargo los
resultados de esta biotecnologia no han sido muy alentadores ya que las tasas de
prefiez varian de un 20% a un 40% (Goto et al., 1988).

Recientemente Contreras y col., (2008), realizaron un estudio sobre la viabilidad
de embriones F1 de bovino criopreservados, descongelados y mantenidos en
cultivo, la morfologia fue monitoreada durante 24 horas registrando los cambios
cada 30 minutos durante las primeras dos horas y posteriormente cada hora, los
hallazgos de este estudio muestran que en las primeras siete horas de cultivo, los
embriones de buena y regular calidad mantuvieron un desarrollo favorable,
pasando de la etapa que se encontraban hacia una mas avanzada, en cambio los
embriones de mala calidad sélo tuvieron un 25% de desarrollo y en las primeras
dos horas de cultivo presentaron cambios degenerativos. En dicho estudio, los
autores recomiendan un periodo de cultivo de cuatro a seis horas ya que este
tiempo fue suficiente para que los embriones se desarrollaran o bien,

degeneraran.

Con base en los resultados anteriormente descritos, el presente trabajo propone
la utilizacion del cultivo embrionario durante un periodo de cuatro horas, como una
aplicacion practica para la evaluacién de embriones de tipo F1 cuando se tenga
alguna duda en la clasificacién de los mismos, asi como una medida de control de

calidad antes de la transferencia embrionaria.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Evaluacion morfologica de los embriones

La Transferencia de Embriones (TE) que se practica de manera comercial en el
ganado bovino, tiene la finalidad principal de incrementar el nimero de crias que
tienen las hembras genéticamente superiores y asi lograr un mejoramiento del
hato en un periodo corto (Hasler 1992; Galli 2003; Vivanco 2000). Un factor critico
para lograr que un programa de TE tenga resultados éptimos es la adecuada
clasificacion de los embriones que son colectados de las hembras donadoras
(Cutini et al., 2000). Los técnicos que trabajan en condiciones de campo utilizan el
microscopio estereoscopico para inferir la calidad de los embriones basandose en
una evaluacion de la morfologia celular y estructural del embrién como son el color
de las células, la homogeneidad y tamafo de los blastomeros, la granulacién
citoplasmatica, el grado de fragmentacion de los blastomeros y la integridad de la
zona pelucida. Estas caracteristicas, ademas del tiempo que transcurre entre una
etapa del desarrollo y otra, son usadas como indicadores de la salud y calidad del
embrion (Occhio et al., 1999; Overstrom 1996).

De acuerdo con la International Embryo Transfer Society (IETS), los embriones
pueden ser clasificados morfolégicamente en 4 categorias o grados de calidad
donde el grado 1 es para aquellos embriones de excelente y buena calidad, el
grado 2 es para los de calidad regular, el grado 3 para los de calidad pobre y
finalmente el grado 4 se asigna a los embriones no transferibles, o sea, los que al
momento de la colecta se encuentran muertos, degenerados o que no fueron
fertilizados (Robertson y Nelson 1998). Se considera que los embriones de buena
calidad son aquellos que presentan una forma esférica, con células simétricas y
uniformes en tamafo, color y textura, pueden observarse algunas imperfecciones
como algunos blastomeros extruidos, forma irregular asi como pocas vesiculas.
Los embriones regulares o grado 2, presentan algunos blastémeros rugosos,
varias vesiculas y algunas células degeneradas. Los de mala calidad son aquellos

embriones que muestran mayores irregularidades morfolégicas, un gran numero



de blastomeros extruidos, células degeneradas, variacion en el tamafno de los
blastémeros, numerosas vesiculas, sin embargo la masa celular interna aun
parece viable (Lindner y Wrigth 1983).

Debe considerarse que existe una relacion directa entre la calidad de los
embriones y el porcentaje de gestacion, teniendo resultados que van desde un
54% hasta un 73% al transferir embriones de buena y excelente calidad, en
comparacién con porcentajes del 42% y 59% cuando se utilizan embriones
regulares. Finalmente, con embriones de mala calidad se han obtenido resultados
que oscilan entre el 20% y 30% de gestacion (Lindner y Wrigth 1983; Hasler et al.,
1987; Hasler et al., 1995; Reichenbach et al., 1992)

La evaluacion morfolégica a través del microscopio estereoscépico resulta ser un
método rapido, simple, de bajo costo y no invasivo pero tiene la desventaja de ser
poCo preciso, ya que entre los evaluadores con experiencia estos concuerdan sélo
en el 68.5% de los casos, encontrandose la mayor variacién para clasificar los
embriones regulares (Farin et al., 1995). Aunado a lo anterior se ha observado que
entre un 20 y 30% de los embriones que se clasifican de excelente o buena
calidad no logran producir una gestacién, mientras que alrededor de un 30% de
embriones clasificados de mala calidad si concluyen en una gestacion (Lindner y
Wrigth 1983; Elsden y Seidel 1990), lo cual indica que a pesar de que la
evaluacién basada Unicamente en la morfologia es el método mas utilizado para
predecir el porcentaje de prefiez, tiene algunas limitaciones para determinar la
viabilidad de los embriones.

Las diferencias morfologicas entre los embriones pueden ser estimadas de
manera muy precisa mediante un analisis ultraestructural de las células (Bhojwani
et al., 2007) donde se considera que las células de pobre calidad tienen nucleos
con una baja tasa de actividad de transcripcidén, un gran nimero de gotas lipidicas
intracitoplasméticas, mitocondrias inmaduras, asi como un pobre desarrollo de
uniones complejas y de microvellosidades (Abe et al., 2002). Con el fin de tener un
mejor conocimiento sobre las estructuras embrionarias, para de esta manera tener
una evaluacién mas precisa, diversos grupos de investigacién se han dado a la

tarea de utilizar herramientas que proporcionen mayor informacién al respecto, tal



es el caso del estudio realizado por Aguilar y col., (2002) en embriones de ganado
Bos indicus, donde se compard la evaluacion del embrién por medio del
microscopio estereoscépico, microscopio de contraste de fases y microscopio
electrénico. Los resultados arrojados por este estudio mostraron que con el
microscopio estereoscopico se evalua incorrectamente el 50% de los embriones
buenos, mientras que no encontraron diferencias entre la evaluacion con
microscopio de contraste de fases y el electrénico. Sin embargo, en otro estudio
realizado por Loépez — Damian y col., (2008) donde se utilizaron embriones de
ganado Bos taurus, se encontré que en la evaluacion ultraestructural hubo un
incremento del 14% en los embriones de buena calidad, mientras que con los
embriones regulares observaron una disminucién del 7%. En el mismo estudio, los
autores no reportan hallazgos en los embriones de mala calidad. Las diferencias
entre estos estudios pueden sugerir que si existen variaciones al evaluar los
embriones Bos taurus, éstas pueden ser mayores cuando se analicen embriones
de tipo Bos indicus haciendo necesario adaptar o establecer los lineamientos que
se utilicen para evaluar las caracteristicas propias de ésta especie.

Estos hallazgos muestran que la evaluacion ultraestructural de las células
embrionarias es un método bastante preciso, sin embargo, no puede ser aplicado
a los embriones cuyo destino es la transferencia, ya que requiere de tratamientos

quimicos los cuales detienen completamente el desarrollo del embrién.

4.2 Muerte celular

La muerte celular juega un papel importante en el desarrollo embrionario. En los
organismos superiores se reconocen 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 liberacién de
enzimas 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 exposicién a toxinas (Wyllie et al., 1980). En



contraste, la apoptosis se caracteriza por la separacibn de las células
preapoptoticas, las cuales adquieren una forma mas redondeada, la cromatina y el
citoplasma se condensan, hay fragmentacion nuclear debido a la acciéon de
enzimas endonucleasas y ausencia de células vecinas afectadas; lo cual indica
que la muerte celular programada es un proceso ordenado donde la célula
apoptoética es fagocitada por macréfagos o por células vecinas, evitando asi la
respuesta inflamatoria (Matwee et al., 2000; Yang y Rajarnabendran 1999;
Celestinos et al., 2002). La apoptosis o muerte celular programada durante los
primeros estadios del desarrollo embrionario es un mecanismo fisiolégico
destinado a eliminar células anormales o con un potencial inadecuado de
desarrollo (Hardy 1997; Majno and Joris 1995). En los embriones de bovino se han
reportado anormalidades cromosémicas en el 28% de los embriones producidos in
vivo 'y en el 72% de los embriones producido in vitro (Viuff et al., 1999) mismas
gue son eliminadas por medio de la apoptosis.

Por otra parte, la incidencia de apoptosis varia con la edad del embrién y con el
namero de células, Byrne y col., (1999) encontraron la presencia de células
apoptéticas en embriones de 9 a 16 células, pero no en etapas anteriores y en
diversos estudios se ha encontrado que en la etapa de blastocisto es donde se
encuentra el mayor indice de apoptosis. (Hardy 1997; Matwee et al., 2000; Gjgrret
et al., 2003)

La apoptosis estd muy relacionada con la calidad del embrién, Byrne y col., (1999)
demostraron que los blastocistos con menor nimero de células y mayor
porcentaje de apoptosis, poseen menor potencial de desarrollo al ser cultivados.
Asi, en un blastocisto de buena calidad el porcentaje de células muertas es menor
al 10% y en uno de mala calidad es de 30% aproximadamente (Celestinos et al.,
2002).

En los embriones de bovino se ha utilizado la técnica de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferasa mediated dTUP nick-end labeling) para detectar la
muerte celular por apoptosis y de esta manera determinar o corroborar el grado de
calidad dado por métodos de microscopia (Marquez et al., 2005; Contreras et al.,
2008; Gutiérrez 2009), la técnica de TUNEL posibilita evaluar la fragmentacion del



ADN in situ. A pesar de que en la necrosis también existe fragmentacién del ADN,
ésta es inespecifica, ademas de estar acompanada por caridlisis (el nacleo de la
célula no se tife y la cromatina se difunde en el citoplasma) (Kumar 1997, Cheville
1989; Elmore 2007). Por el contrario, la fragmentacién del ADN causada por
apoptosis ocurre en el extremo 3'-OH dandole una apariencia de bandas
escalonadas con separaciones a intervalos regulares de 200 pares de bases
(Wyllie 1980; Avila 2000). Con la técnica de TUNEL se incorpora un nucleético
marcado (fluoresceina-dUTP) en este extremo y la reaccién se hace evidente con
la enzima TdT (Desoxinucleotidil transferasa) permitiendo de esta manera su
localizacion y cuantificacién (Jurisicova et al., 1996; Byrne et al., 1999; Celestinos
et al., 2002).

En diversos estudios se ha visto que la apoptosis evaluada mediante la técnica de
TUNEL es directamente proporcional a la calidad del embrién, asi, aquellos
embriones que tienen mayor cantidad de células apoptoticas tienen menor
probabilidad de terminar en una gestacion (Marquez et al.,, 2005). Si bien, éste
método es bastante preciso para medir el potencial de desarrollo del embrién,
requiere de su sacrificio haciéndolo inviable para los embriones destinados a la
transferencia, ya que para llevar a cabo esta técnica es necesario fijar las células
en una solucién de paraformaldehido (Gavrieli et al., 1992).

Por otro lado, en un estudio realizado por Marquez y col., (2004), observaron que
el tiempo de almacenamiento en nitrégeno liquido tiene un efecto detrimental en la
calidad del embrién, lo cual produce una variabilidad muy grande en los resultados
en cuanto a fertilidad y porcentaje de gestaciones esperados. Esto puede
explicarse debido a que en algunos casos la transferencia se realiza cuando el
dano celular ya ha comprometido la viabilidad del embrién afectando de manera
negativa el éxito del programa (Contreras et al., 2008).

4.3 Proliferacion celular

El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que conducen al crecimiento

de la célula y su divisiéon en dos células hijas. Las células que se encuentran en el



ciclo celular se denominan proliferantes y las células que no estan en division no

se considera que estén dentro del ciclo celular (fase Gy 0 quiescentes) (Lodish

2005). El ciclo celular se inicia en el instante en que aparece una nueva célula,

descendiente de otra que se divide, y termina en el momento en que dicha célula,

por division subsiguiente, origina dos nuevas células hijas.

La célula puede encontrarse en dos estados claramente diferenciados:

El estado de division, llamado fase M (mitosis).
El estado de no division o interfase. En ésta fase la célula realiza sus
funciones especificas y, si estd destinada a entrar en division celular,

comienza por realizar la duplicacién de su ADN (Paniagua et al., 2002).

La interfase es el periodo comprendido entre divisiones celulares, es la fase mas

larga ocupando casi el 95% del ciclo celular y trascurre entre dos mitosis. Esta

fase comprende tres etapas:

Fase Gy (del inglés Growth o Gap 1): Es la primera fase del ciclo celular en
la que existe crecimiento con sintesis de proteinas y de ARN. Es el periodo
que trascurre entre el fin de una mitosis y el inicio de la sintesis de ADN.
Durante este tiempo la célula duplica su tamafo y masa debido a la
continua sintesis de todos sus componentes, como resultado de la
expresion de los genes que codifican las proteinas responsables de su
fenotipo particular.

Fase S (del inglés Synthesis): Es la segunda fase del ciclo, en la que se
produce la replicacidén o sintesis del ADN, como resultado cada cromosoma
se duplica y queda formado por dos cromatidas idénticas. Con la
duplicacion del ADN, el nucleo contiene el doble de proteinas nucleares y
de ADN.

Fase G (del inglés Growth o Gap 2): Durante esta fase continda la sintesis
de proteinas y ARN. Al final de este periodo se observan al microscopio
cambios en la estructura celular que indican el principio de la division.
Termina cuando la cromatina empieza a condensarse al inicio de la mitosis.
La carga genética se duplica y se pueden observar ahora dos cromatidas
en cada cromosoma (Alberts 2004).



La mitosis normalmente concluye con la formaciéon de dos nucleos separados
(cariocinesis), seguido de la divisiéon del citoplasma (citocinesis), para formar dos
células hijas (Blow and Tanaka 2005)

En el desarrollo embrionario del bovino, después del momento de fertilizacion
comienza una serie de divisiones mitéticas asincrénicas las cuales dan lugar a
nuevas células denominadas blastémeros (Gilbert 2005). Los embriones que
siguen un desarrollo normal se espera que tengan dos células 34 horas después
de la fertilizacién, de tres a cuatro células a las 46 horas, de cinco a ocho células a
las 61 horas, de nueve a 16 células a las 115 horas, las moérulas y los blastocistos
se encontraran a las 149 y 192 horas respectivamente después de la fertilizacidén
(Grisart et al., 1994).

Con fines de investigacién de células cancerigenas, se han utilizado en diferentes
tejidos algunos marcadores tales como el Ki-67, el indice de Mitosis (MI), el
Antigeno Nuclear de Proliferacién Celular (PCNA) y el 5-bromo-2-deoxyuridine
(BrdU) para detectar las células que se encuentren en proliferacion y determinar si
es un crecimiento anormal (Lardelli et al., 1994; Heron et al., 1995; Boticelli et al.,
1998). En los embriones de bovino se ha utilizado el PCNA en conjunto con el
loduro de Propidio (Pl) para obtener mayor informacién del potencial de desarrollo
del embrién (Markkula et al., 2001; Makarevich and Markkula 2002). En estos
estudios los autores observaron que existen desérdenes en el desarrollo normal
gue no son observados a través de la evaluacion morfolédgica, lo cual confirma la
necesidad de tener un mejor control de la calidad de embriones que son
destinados a la transferencia.

El BrdU es un nucleétido sintético analogo de la timidina el cual, durante la fase de
sintesis reemplaza a la timidina en la cadena del ADN y permite realizar un
seguimiento de la proliferacion celular tanto in vivo como in vitro (Yu 1992;
Gratzner 1982). Sin embargo, a pesar de ser una técnica no radiactiva y de facil
aplicacion, no hay datos publicados sobre su utilizacién en la deteccién de células

proliferativas en los embriones de bovino.
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4.4 Cultivo embrionario

Historicamente se han utilizado los medios de cultivo en el campo de la
reproduccién asistida en bovinos para madurar los ovocitos que son obtenidos por
medio de puncién folicular y fertilizarlos in vitro, asi como para favorecer el
desarrollo de los embriones hasta etapas en las que pueden ser transferidos (Goto
et al., 1988; Thompson 1996).

Debido al complejo metabolismo de los embriones, se han desarrollado medios
de cultivo suplementados con diversos componentes como el suero fetal bovino,
hormonas, aminoacidos, cocultivo con células epiteliales u oviductales, teniendo
éstos componentes una gran variedad en el efecto sobre la calidad y viabilidad de
los embriones (Mastromonaco et al., 2004). Estudios con embriones producidos in
vitro reportan que la calidad y la tasa de prefiez son menores que aquellos
resultados de embriones producidos in vivo (Rizos et al., 2002). Por esta razén, el
desarrollo de sistemas de cultivo que favorecen el desarrollo embrionario y la
produccién in vitro de los mismos, sigue siendo un tema de investigacion. Al
respecto, varios autores (Menezo and Khatchadourian 1991; Palasz 1996;
Thompson 1996) coinciden en que los parametros biofisicos y los elementos
inorganicos mas importantes a controlar en los medios de cultivo embrionario son
la osmolaridad, pH, CO,, O, agua, hormonas, factores de crecimiento y fuentes
de energia, las cuales pueden ser el lactato, piruvato y/o glucosa (Palasz 1996).
Se ha observado que durante los primeros estadios, antes de la activacion del
genoma embrionario, los embriones utilizan preferentemente piruvato, lactato y
glutamina como fuente de energia, aumentando considerablemente la utilizacién
de glucosa en estadios mas avanzados de desarrollo (Reiger et al., 1992; Gardner
1998; Krisher and Bavister 1998; Lane and Gardner 2000; Thompson 2000).
Pereira y col., (2005) y Brandao et al., (2004) evaluaron diferentes sistemas de
cultivo en embriones a diferentes etapas de desarrollo, en dichos estudios se
demostrd que los embriones poseen la capacidad de desarrollarse y mejorar sus
caracteristicas morfoldgicas, incluso, algunos embriones llegaron a etapas en las

que da inicio la diferenciacion de varios linajes celulares.

11



En otro estudio realizado por Reichenbach (2003) se sugiere que un camino para
incrementar la capacidad de desarrollo de los embriones parcialmente
degenerados es cultivandolos antes de transferirlos. Observaciones recientes
establecen que los sistemas de cultivo simples pueden ser utilizados para
mantener los embriones después de la colecta y que puede promover la actividad
mitotica e incrementar el numero de células totales en los embriones de pobre
calidad después de 24 horas de cultivo (Romo et al., 2002; Alvarez et al., 2004).

Al respecto, un estudio realizado por Alvarez y col., (2008) donde cultivaron
embriones producidos tanto in vitro como in vivo de grado 3, concluyen que el
cultivo durante un periodo corto es un método conveniente para identificar los
embriones de pobre calidad que todavia tienen oportunidad de continuar su
desarrollo después de la transferencia.

De la misma manera, un estudio realizado por Contreras y col., (2008) donde se
empled un sistema de cultivo comercial durante 24 horas como método para
evaluar la viabilidad en los embriones descongelados producidos in vivo,
encontraron que los embriones clasificados por microscopia estereoscépica como
buenos y regulares no presentaron cambios desfavorables en el desarrollo durante
las primeras 7 horas, mientras que los de mala calidad a las 2 horas de cultivo
comenzaron a presentar cambios degenerativos.

Por lo mismo, el cultivo embrionario aplicado durante un periodo corto es un
método no invasivo con el cual se puede determinar la viabilidad de los embriones

previo a su transferencia (Palma 2008; Contreras et al., 2008).
4.5 Congelacion

La criopreservacion y el almacenamiento de embriones a bajas temperaturas en
nitrégeno liquido presenta numerosas ventajas, tanto desde el punto de vista
biolégico como comercial, ya que permite la conservacién de razas o especies en
riesgo de extincion, elimina las patologias que normalmente se asocian al

mantenimiento de animales vivos, facilita el intercambio genético eliminando el
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estrés por transporte de los animales vivos y permite tener embriones disponibles
para futuras transferencias (Monforte 2003).

Los diferentes protocolos para congelar embriones deben tomar en cuenta la
proteccién de las células ante los principales efectos perjudiciales del proceso
mismo, como lo es la formacion de hielo intracelular, deshidratacion de las células
y los efectos téxicos causados por los crioprotectores (Dobrinsky et al., 1997;
Dobrinsky 1996; Pollard and Leibo 1994; Whittingham 1980).

Existen protocolos convencionales para la congelacién de embriones donde se
utilizan ya sea el glicerol o el etilenglicol como agentes crioprotectores, éste ultimo
tiene la ventaja de ser utilizado para la transferencia directa. Estudios realizados
para comparar la eficacia entre ambos métodos han mostrado que no hay
diferencias significativas al utilizar uno u otro método sobre la tasa de gestacion
(Larocca y Fernandez 1997). Sin embargo, los resultados alcanzados en cuanto a
porcentaje de gestaciones cuando se utilizan embriones congelados, sigue siendo
menor que cuando se transfieren embriones en fresco (Hasler et al., 1995; Wurth
et al., 1994).

Otro método desarrollado para la criopreservacion es la vitrificacion o congelacién
ultrarrapida, que comunmente utiliza como agente protector de las células al
etilenglicol. Un beneficio importante de la congelacion ultrarrapida es que no hay
formacién de cristales de hielo, ademas de la reduccién en el tiempo requerido
para equilibrar los embriones y llevarlos hasta los -196° C (Fahy et al., 1984; Rall
and Fhay 1985). Un hallazgo en cuanto al uso del etilenglicol como crioprotector
en embriones producidos in vitro, es que resultd ser mas favorable para éstos
ultimos que para los embriones producidos in vivo, donde se observaron mayores
danos en la capa de células del trofoblasto (Sommerfeld and Niemann 1999).
Visintin y col., (2002) observaron que durante la vitrificacién, los embriones de
vacas Holstein y Nelore exhiben condiciones morfologicas similares. La
congelacién de los embriones Bos taurus y Bos indicus aparentemente mantiene
su desarrollo y estructura comparado con embriones en fresco, sin embargo un

andlisis mas detallado muestra que las células embrionarias principalmente en

13



ganado Bos indicus de raza Nelore muestra alteraciones significativas, con signos
de degeneracion y muerte celular, en comparacién con embriones frescos.

Los reportes de gestacion con el uso de la vitrificacion mencionan entre un 40 y un
55% de prefiez (Van Wagtendonk-De Leeuw et al., 1995), lo cual no difiere en
gran medida con los resultados obtenidos por medio de los métodos
convencionales de congelacion, sin embargo su uso cada vez mas frecuente se
debe a la reduccién en el tiempo empleado para congelar embriones, siendo en
muchas ocasiones menor a 25 minutos (Contreras 2006).

En la congelacion convencional con glicerol, éste debe ser retirado de los
embriones antes de la transferencia (Jacokowsky et al., 1980; Schneider et al.,
1983) de no ser asi, el contacto con el medio uterino produce una sobrehidratacion
que provoca danos celulares irreversibles para el embrion. Este proceso es
realizado en el laboratorio mediante una serie de pasos que resultan muchas
veces tediosos y complicados ya que los embriones en soluciones equimolares
tienden a flotar cerca de la superficie complicando su manipulacién (Larocca y
Fernandez 1997).

Para evitar dichas complicaciones en la descongelacién, se comenzé a utilizar el
etilenglicol como agente crioprotector el cual, por su alto coeficiente de
permeabilidad permite la transferencia sin la necesidad de extraer el embrion de la
pajilla, esto ha permitido que la transferencia de embriones sea mas agil sin
embargo tiene la desventaja de no hacer posible la visualizacion del embridén y por
ende no tener conocimiento sobre su viabilidad antes de ser transferido (Van
Wagtendonk-De Leeuw et al., 1995).

Todo lo anteriormente descrito, nos lleva a concluir en la necesidad imperante de
realizar evaluaciones posteriores a la descongelacién y previas a la transferencia
gue sean accesibles, practicas y a su vez que permitan obtener mayor informacién
sobre la viabilidad de los embriones sin que se comprometa el desarrollo normal
del mismo. Con el cultivo embrionario pueden ser evaluadas diferentes
caracteristicas como morfologia, etapa y grado de desarrollo, asi como la calidad
de los embriones antes de su transferencia y/o congelacion, determinando asi su

viabilidad en tan sé6lo unas horas (Contreras et al., 2008).
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V. OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio son:

5.1 Objetivo general
®  Evaluar la viabilidad de embriones F1 frescos y congelados mediante

el cultivo embrionario empleado durante cuatro horas.

5.2 Objetivos particulares
= Utilizar el cultivo durante 4 horas en embriones frescos de diferentes
calidades y posteriormente evaluar su viabilidad.
m  Utilizar el cultivo durante 4 horas en embriones congelados de
diferentes calidades y evaluar su viabilidad.
5.3 Hipotesis
m  E| cultivo embrionario utilizado durante 4 horas permite evaluar la
viabilidad de embriones F1 frescos y congelados, para de esta
manera discriminar aquellos susceptibles de sufrir degeneracién de

los que tienen posibilidades de continuar con un desarrollo favorable.
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VI. MATERIAL Y METODOS
6.1 Fase de campo

Localizacion

La produccion de embriones se llevo a cabo en el rancho “Las Conchitas”
ubicado en el municipio de Papantla estado de Veracruz y en el rancho
“Lindavista” Ubicado en el municipio de Alamo Temapache, Ver.

El municipio de Papantla se encuentra ubicado en la zona norte del estado, en
la sierra Papanteca, en las coordenadas 20° 27’ latitud norte y 97° 19’ longitud
oeste, a una altura de 180 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte con
Cazones de Herrera; al este con Tecolutla y Gutiérrez Zamora; al sureste con
Martinez de la Torre; al sur con el Estado de Puebla; al oeste con Espinal,
Coatzintla y Poza Rica; al noroeste con Tihuatlan. Su clima es calido-regular
con una temperatura promedio de 20.8° C; su precipitacion pluvial media anual
es de 1,160 mm. El municipio de Alamo Temapache se ubica en la zona norte
del estado de Veracruz, en las coordenadas 20° 55’ latitud norte y 97° 41’
longitud oeste a una altura de 40 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte
con Tepetzintla, Cerro Azul y Tamiahua, al este con Tuxpan, al sur con
Tihuatlan, Castillo de Teayo y el Estado de Puebla, al suroeste con Ixhuatlan
de Madero y al oeste con Chicontepec. El clima es calido-extremoso, con una
temperatura media anual de 24.3°C, y su precipitacion pluvial media anual es
de 1,391 mm.

Seleccion de donadoras

Los criterios para seleccionar a las donadoras fueron que tuvieran menos de 5
partos, con un periodo posparto mayor a 90 dias, que no presentaran
alteraciones o patologias en el aparato genital, que se encontraran vacias,
ciclando y que presentaran una condicién corporal de 2.5 a 3.5 en la escala del
1 al 5 propuesta por Edmonson y col.,, (1989). Bajo estas condiciones

ingresaron 22 hembras Bos indicus al tratamiento superovulatorio.
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Superovulacion e inseminacion artificial

Una vez seleccionadas las hembras donadoras fueron sincronizadas mediante
la administracion de dos dosis de 100pg GnRH (Ovalyse, Pfizer México)
via intramuscular con un intervalo de 7 dias entre cada dosis, 7 dias después
de la segunda aplicacion de GnRH se administraron 25 mg de PGF2a
(Lutalyse, Pfizer México) via intramuscular para inducir la aparicion del celo
entre 48 a 72 horas después del tratamiento. Diez dias después se detecto la
presencia del cuerpo luteo por medio de ultrasonografia transrectal con un
equipo ALOKA SSD 500 y un transductor de 7.5 Mhz. Las vacas que no
presentaron cuerpo liteo no ingresaron al tratamiento superovulatorio. En el
dia 11 posterior al tratamiento de induccién del celo se inicié con el programa
de superovulacion, el cual consisti6 en la administracién de 280 mg de la
Hormona Foliculo Estimulante (FSH Folltropin —V Bioniche) cada 12 horas (am-
pm) a dosis decrecientes durante los dias 28, 29, 30 y 31. En el dia 30 se
administraron 2 dosis de 25 mg de PGF2a (am-pm) via intramuscular con la
finalidad de lisar el cuerpo luteo e inducir nuevamente el celo. Las vacas que
no presentaron celo fueron retiradas del programa, quedando un total de 14
animales que se inseminaron a las 12 y 24 horas con semen de toro Holstein

de calidad probada, con la finalidad de obtener embriones de tipo F1.

PROTOCOLO DE SUPEROVULACION

FSH +
FSH FSH PgF2a FSH Celo Recoleccion
GnRH GoRH. Rekz Ghlo am-pm am-pm am-pm am-pm de embriones
1 [ | 1 1 |
SUPEROVULACION 1A
Dia 0 Dia7 Dia14 Dia17 Dia28 Dia29 Dia30 Dia31 Dia32y 33 Dia39

Figura 1. Protocolo de superovulacion para colecta de embriones.
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Colecta y evaluacion de embriones

Al séptimo dia después de la primera inseminacion, se realizé una evaluacion
de los ovarios por palpacion rectal para estimar el numero de los cuerpos
luteos y asi determinar la respuesta superovulatoria, seleccionando a las vacas
que tuvieran una respuesta mayor a dos cuerpos luteos. En ésta vacas se
aplicé una dosis anestesia epidural (5cc de clorhidrato de lidocaina al 2 %) a la
altura de la ultima vértebra sacra y la primera coccigea. Se realizd un lavado
con agua corriente en la region vulvar y se introdujo una sonda Foley del
namero 18 guiada por un estilete a través del cérvix hasta llegar al utero. Una
vez localizada la sonda en el Utero se retir6 el catéter y se realizaron los
lavados, para lo cual se permitié la entrada de aproximadamente 200 ml de
medio Hartman al Gtero, se aplicd un ligero masaje en los cuernos uterinos
para que los embriones que se encontraran alojados en las criptas o pliegues
fueran arrastrados por la corriente del medio hacia un filtro, este procedimiento
se repitio aproximadamente de 8 a 10 veces por vaca. Una vez completado los
lavados se retir6 la sonda y se administraron 25mg de PGF2a a cada vaca para
provocar lisis de los cuerpos luteos.

El filtro que contenia el medio con los embriones se llevo al laboratorio
debidamente protegido de la luz solar y a continuacion se realizé la busqueda,
para lo cual se vertio el contenido del filtro en cajas cuadriculadas y con ayuda
de un microscopio estereoscépico a un aumento de 15x. Los embriones que
fueron encontrados se colocaron en cajas de Petri de 35 x 10 mm de diametro
gue contenian una solucién de mantenimiento a temperatura ambiente (Holding
Plus ® Bioniche, Animal Health. Canada Inc) y se procedié a su evaluacion

morfoldgica.
Evaluacion de los embriones
La clasificacién de los embriones fue hecha por un técnico especialista con un

microscopio estereoscopico, a un aumento de 60x, estableciéndose tres

categorias para los embriones y una para estructuras no transferibles.
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Bueno.- Embrion esférico, sin defectos en la zona pelucida, con tamano,
color y textura uniformes, blastbmeros sin o con pocas vesiculas y la
etapa de desarrollo del embrién coincide con el estadio de desarrollo
esperado para el dia de la colecta.

Regular.- Moderadas irregularidades, por lo menos el 50% de su masa
celular debe estar intacta y viable, presencia de algunos blastémeros
rugosos y/o extruidos, varias vesiculas y algunas células degeneradas.
Malo.- Muchos o casi todos los blastémeros son rugosos, células
degeneradas y/o de varios tamafos, numerosas vesiculas, zona
pelicida dafada o rota pero todavia se logra distinguir la masa
embrionaria, al menos cerca del 25 % debe estar intacta y viable.
Estructuras no transferibles.- Embriones que presentan estadios
atrasados en su desarrollo con respecto al dia de la colecta, zonas

pelicidas sin masa embrionaria y ovocitos no fertilizados.

6.2 Fase de Laboratorio

Se formaron dos grupos experimentales, en el primero se utilizaron los
embriones colectados en fresco y para el segundo experimento se utilizaron
embriones congelados.

Para el primer experimento se colecté un total de 46 embriones frescos, los
cuales fueron transportados en refrigeracion a 4° C al laboratorio de Biologia
Celular del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional
Auténoma de México. A continuacion, se tomaron aleatoriamente 5 embriones
clasificados de buena calidad, 5 regulares y 4 malos para formar el grupo
testigo y el grupo experimental estuvo formado por 19 embriones buenos, 9
regulares y 4 malos.

Para el segundo experimento se utilizé un total de 47 embriones congelados en
etilenglicol provenientes de una fuente comercial del estado de Chiapas. La
descongelacion se llevd a cabo extrayendo las pajillas almacenadas en
nitrégeno liquido y manteniéndolas durante 10 segundos a temperatura
ambiente para posteriormente sumergirlas en agua a una temperatura de 30°C
durante 30 segundos. Los embriones se colocaron en medio One Step EmCare

ICPBio® durante 5 minutos y finalmente se mantuvieron en Holding Plus ®
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(Bioniche, Animal Health. Canada Inc) a temperatura ambiente. Se tomaron 6
embriones de buena calidad y 5 regulares para formar el grupo testigo, asi
mismo, el grupo experimental se form6 con 20 embriones de buena calidad y
16 regulares.

Los embriones de los grupos control no fueron expuestos al medio de cultivo,
una vez evaluados (exp. 1) o descongelados (exp 2) se les realizé la prueba de
TUNEL- BrdU, mientras que los embriones de los grupos experimentales se
cultivaron durante un periodo de cuatro horas post evaluacion o
descongelacion.

La distribucién de los embriones se muestra en el siguiente cuadro.

FRESCOS CONGELADOS
Clasificacion Testigos Experimental Testigos Experimental
Buenos 5 19 6 20
Regulares 5 9 5 16
Malos 4 4
Total 14 32 11 36

Cuadro 1. Numero de embriones para los grupos testigos y experimentales.

Cultivo

Embriones tanto frescos como congelados que conformaron los grupos
experimentales (n= 68) se colocaron individualmente en cajas de cultivo de 24
pozos sobre un filtro transparente de 0.4 pum de poro (millicell-cm®) flotando en
0.5 ml de medio de cultivo con los siguientes componentes: medio McCoy® 5A
modificado suplementado con 1 ml de suero fetal bovino y 200 U/ml de
penicilina y 200 pg/ml de estreptomicina. La incubacion se realizé a una
temperatura de 37° C con 60% de humedad y 5% de CO,, Al término de las
cuatro horas de cultivo se monitore6 la morfologia y el grado de desarrollo
embrionario, registrando los cambios y documentando éstos con fotografias
tomadas al inicio y al término del tiempo de cultivo, de acuerdo al método

propuesto por Contreras y col., (2008).
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Deteccion de proliferacion celular (BrdU)

El total de los embriones (n = 93) fueron tratados con una solucién de Triton X-
100 diluida al 0.1% en agua destilada (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)
durante 2 minutos para permeabilizar la zona pellcida. A continuacion fueron
procesados de acuerdo a las instrucciones del estuche comercial 5-Bromo-2'-
deoxy-uridine Labelling and Detection (ROCHE Diagnostics Kit, Indianapolis,
IN, USA) para detectar el numero de células que se encontraran en
proliferacion. Brevemente, los embriones se incubaron en una solucion al 5%
de BrdU (500 pl de BrdU en 9.5 ml de medio de cultivo) a 37° C durante 1 hora.
Una vez concluido el periodo de incubacion, los embriones se lavaron 3 veces
durante 5 minutos en una solucion de buffer de lavado incluido en el estuche.
Posteriormente, se agreg6 el anticuerpo primario anti-BrdU y se dejé incubar
durante 1 hora a 37°C. Los embriones se lavaron nuevamente con el buffer de
lavado 3 veces durante 5 min en cada ocasion y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-mouse IgG Rodaminado durante 30 minutos a 37 °C.
Posteriormente se realizé un tercer lavado en PBS, pH 7.4 tres veces durante 5
minutos y al finalizar se fijaron con paraformaldehido (Aldrich Chemicals
Company Inc., USA) al 4% en PBS, pH 7.4 durante 30 minutos.

Deteccion de muerte celular por Apoptosis (TUNEL)

Después del tratamiento para la deteccién de la proliferacién celular, los
embriones se lavaron 2 veces en PBS, pH 7.4 por 5 minutos y al término de
los lavados se incubaron durante 1 hora a 37% C con 100 pl de solucion de
TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, AP Mca. ROCHE Diagnostics Kit,
Indianapolis, IN, USA). Se utilizo la técnica de TUNEL para cuantificar el
numero de células apoptéticas y de esta manera corroborar la calidad de los
embriones utilizando los criterios descritos por Marquez (2003) donde se
consideran de buena calidad, aquellos con un conteo menor a 14 células
apoptéticas, de regular calidad, en los que se contaran entre 15 y 20 células
TUNEL positivas y de mala calidad aquellos con un conteo mayor a 21 células
apoptoticas.

Se utilizé un embridon de cada clasificacion de ambos experimentos como

controles negativos, a los cuales se les realizd todo el procedimiento
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anteriormente mencionado exceptuando la incubacién con el anticuerpo
secundario (anti-mouse IgG Rodaminado) del kit para BrdU y la incubacion con
fluoresceina dTUP del TUNEL se realiz6 en ausencia de la enzima tdt.

El marcador Bromodeoxiuridin (BrdU) permite detectar la cadena de ADN
durante la fase de sintesis y a su vez la fluoresceina—dUTP detecta la
fragmentacion del ADN durante el proceso de apoptosis. Los embriones fueron
analizados para ambas fluorescencias con microscopio confocal LSM 5 pascal,
Zeiss (Argon-Krypton laser), con filtro BP 450-490 y de esta manera realizar el
conteo de los ndcleos celulares en proliferacion y en apoptosis. La
fluorescencia para apoptosis da una coloracion verde, mientras que para la
proliferacion da una coloracién roja en el mismo embrién, sin embargo para

hacer el conteo, se tomaron imagenes de cada técnica por separado.

6.3 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron por medio de estadistica descriptiva. En
cada categoria se calculé el porcentaje de embriones que se desarrollaron
favorablemente en el cultivo asi como el porcentaje de aquellos que mostraron
caracteristicas de degeneracion. Ademas, se realizé un Andlisis de Varianza
con comparacion de medias con el software estadistico SPSS 13.0 para
comparar el promedio de nucleos apoptoticos y en proliferacion del grupo
experimental contra el grupo testigo en los experimentos 1 y 2. De la misma
manera se realizé un Analisis de Varianza para comparar el promedio de
nacleos TUNEL y BrdU positivos de los embriones frescos contra los
congelados tanto de los grupos experimentales como los testigos con un nivel

de confianza del 95%.
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VIl. Resultados

7.1 Fase de campo

Produccion de embriones en fresco

Se colectaron 46 embriones de 14 hembras que respondieron al tratamiento
superovulatorio obteniéndose un promedio de 3.3 embriones por vaca, 24 de estos
embriones fueron clasificados de buena calidad, 14 regulares y 8 malos (Grafica

1),

Embriones Frescos

OBuenos ORegulares M Malos

QK}'

Gréfica 1. Porcentaje de embriones colectados en fresco y
clasificados en tres categorias: Buenos, regulares y malos.

7.2 Evaluacion durante el cultivo de embriones frescos

Durante las cuatro horas de cultivo a que se sometié el grupo experimental, se
observé que el 74% de los embriones de buena calidad mantuvieron un desarrollo
favorable, esto es que los blastémeros permanecieron compactos y de color
uniforme, sin vesiculas evidentes ni detritus celulares y la zona pellcida no
presentd dafnos; mientras que el 26% restante mostr6 cambios indicativos de
degeneracion como blastdmeros extruidos, detritus celulares, formacién de

vesiculas y dafo en la zona pellcida. En los embriones de regular calidad, 60%
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mantuvieron un desarrollo favorable y el 40% presentaron cambios degenerativos
concordantes con los mencionados anteriormente. En el caso de los embriones de
mala calidad el 100% presenté cambios degenerativos durante el cultivo (Figura
2).
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Figura

Embriones F1 frescos al inicio del cultivo (A, B, C, D y E) y después de 4 horas
(A’, B’, C’, D’ y E’). Asterisco senalando la masa celular interna, flechas senalan el
blastocele y flechas con bandas sefialan vacuolas o detritus celulares.

A) Blastocisto temprano de buena calidad. Se distingue la masa celular interna
MCI y la formacion temprana del blastocele. A’) Mismo embrion, 4 horas después
del cultivo donde el blastocele continta formandose y la MCI permanece intacta.
B) Blastocisto de buena calidad. Se distingue la MCI y el blastocele. B’) Se
observa un incremento en los detritus celulares.

C) Blastocito regular. Presenta algunas células de diferentes tamanos pero la MCI
se encuentra integra y comienza la formacién del blastocele. C’) Continua la
formacion del blastocele.

D) Mérula regular. Se observan algunas vesiculas pequefias. D’) Incrementa la
formacion de vesiculas de varios tamanos.

E) Embrién de mala calidad. Las flechas indican una gran proporcién de detritus
celulares los cuales se ven incrementados al final del cultivo (E’)

Conteo de nucleos positivos a TUNEL Y BrdU

El conteo de nucleos positivos a TUNEL (nucleos en color verde) y positivos a
BrdU (nucleos color rojo) se pueden observar en embriones de cada clasificacion
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fotografiados con el microscopio confocal a un aumento de 40x, en la figura 3. En
los embriénes de buena calidad (panel A) se puede observar que hay poca
cantidad de nucleos TUNEL positivos (<14) y gran cantidad de nucleos positivos a
BrdU. Mientras que en embriones de calidad regular (panel B) se aprecia un
incremento en el numero de ndcleos TUNEL positivos (de 15 a 20) y una
disminucién de nudcleos BrdU positivos. Finalmente en los embriones de mala
calidad (panel C) se puede observar que los nucleos positivos a TUNEL (> 21) se
encuentran en la mayor parte de la masa embrionaria y el nimero de nucleos

positivos a BrdU ha disminuido considerablemente.

Figura 3. Embriones de cada clasificacién mostrando los nucleos positivos a las
pruebas de TUNEL (nucleos verdes) y BrdU (nucleos rojos).Donde se muestra un
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embrion de buena calidad (panel A) uno regular (panel B) y uno de mala calidad
(panel C)

Cuadro 2. Media + DE de nucleos positivos

a TUNEL y BrdU en embriones frescos

TUNEL BrdU
Experimental Testigo [ Experimental Testigo
Buenos 9.4 +6.82 106 £2.7¢ [6.8+7.22 14 £7.72
Regulares (16 +4.42 18.8+24% [9+6.32 4.4 +2.42
Malos 30 + 3.5 27.5+3.6° |7.7 £6.52 3.8+6.1°

Literales diferentes en el mismo rengldén y en la misma columna indican diferencia
estadistica (P < 0.05)

En el cuadro 2 se puede observar que al comparar los embriones del grupo
experimental contra el grupo testigo, no se encontraron diferencias estadisticas en
la cantidad de nucleos positivos a TUNEL ni en la cantidad de ndcleos positivos a
BrdU para los embriones buenos, regulares y malos. En cambio, al comparar entre
los grados de calidad, se encontrd un incremento en el nimero de nucleos TUNEL
positivos en los embriones malos, tanto en el grupo experimental como en el grupo
testigo P < 0.05

7.3 Embriones congelados

El grupo experimental 2 se formé con embriones congelados de los cuales 26 de

ellos estaban clasificados como buenos y 21 como regulares.

7.4 Evaluacion durante el cultivo de embriones congelados

De los embriones buenos, el 54% mantuvieron un desarrollo favorable durante las

4 horas de cultivo, esto es, que sus blastbmeros mantuvieron una cohesién
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adecuada, no presentaron dafo en la zona pelucida y se observé una minima
formacién de detritus celulares o vesiculas y en algunos casos pasaron del estadio
que se encontraban hacia un més avanzado, mientras que el 46% mostr6 cambios
que indican cierto grado de degeneracion, principalmente se observé cambios en
la coloracién de los blastomeros, formaciéon de vesiculas y detritus celulares asi
como dafos graves en la zona pelucida. El 42% de los embriones de calidad
regular presentaron las condiciones que muestran un desarrollo favorable las
cuales fueron anteriormente descritas, mientras que el 58% de los embriones
regulares mostraron caracteristicas de degeneracién (Figura 4). En este
experimento no hubo casos de embriones de mala calidad ya que de manera
general se congelan s6lo embriones buenos y regulares.

28



Figura 4. Embriones F1 criopreservados al inicio del cultivo (A, B, C, Dy E) y
después de 4 horas (A’, B’, C’, D’ y E’). Asterisco sefalando la masa celular
interna, flechas sefalan el blastocele, flechas con muesca sefialando blastomeros
extruidos y flechas con bandas sefalan vacuolas o detritus celulares.

A) Morula de buena calidad. Se observa una masa celular homogénea y
compacta. A’) Al final del cultivo se observa un cambio de estadio a blastocisto.

B) Moérula buena. B’) Las flechas indican la formacién de vesiculas de varios
tamanos.

C) Mérula regular. Se observan algunos blastémeros extruidos. C’) Se observa el
comienzo de la formacion del blastocele.

D) Morula regular. D’) Se observa un incremento en el numero de blastomeros
extruidos.

Cuadro 3. Media = DE de nucleos positivos a TUNEL y BrdU

en embriones congelados

TUNEL BrdU
Experimental  Testigo Experimental  Testigo
Buenos 141 +£7.4a 13 £8.3a 42 +23b 21+£1.9b
Regulares |17.2+8.9a 202+9.2a (1+x2b 1.4 +1.4b

Literales diferentes en el mismo rengldn indican diferencia estadistica (P <
0.05)
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En el cuadro 3 se puede observar que no se encontraron diferencias significativas
al comparar el nimero de nucleos positivos a TUNEL de los embriones del grupo
experimental con los del grupo testigo, tampoco se encontraron diferencias al
comparar el numero de nucleos BrdU positivos entre el grupo experimental contra

el grupo testigo ni al comparar los embriones buenos con los regulares.
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VIIl. DISCUSION

En el presente trabajo se observé que el 26% de los embriones buenos y el 40%
de los regulares del experimento 1 (embriones frescos), asi como el 46% de los
embriones buenos y el 58% de los regulares del experimento 2 (embriones
congelados) mostraron caracteristicas indicativas de un embrién no viable, lo cual
demuestra la importancia de realizar un cultivo corto para discriminar aquellos
embriones que en la primer evaluacion morfolégica se consideran sanos pero que
tiene pocas posibilidades de producir una gestacién.

El 74% de los embriones buenos del experimento 1 (embriones frescos),
mantuvieron caracteristicas que indican un desarrollo favorable después de las 4
horas del cultivo, esto es que mantuvieron una cohesiéon adecuada entre los
blastomeros, no hubo dafo en la zona pellcida y se observd una minima
formacién de detritus celulares o vesiculas, ademéas de que un 10% pasaron del
estadio en que se encontraban a uno mas avanzado. De la misma manera, el 60%
de los embriones regulares mantuvo un desarrollo con las caracteristicas
anteriormente descritas, las cuales son indicativas de un embrién saludable
(Donnay 2002; Grisart et al., 1994; Shoukir et al., 1997; Merton et al., 2003). Por
otra parte, el 26% de los embriones buenos y el 40% de los regulares no se
mantuvieron viables durante el cultivo, lo cual confirma lo mencionado por
Rondeau y col., (1995) acerca de que existen embriones metabdlicamente
anormales, pero que en la evaluacion morfolégica parecen saludables. Este
hallazgo puede explicar que en estudios realizados con embriones evaluados por
microscopio estereoscédpico donde se han reportado discrepancias alrededor del
30% para diferenciar los embriones regulares de los buenos (Aguilar et al., 2002;
Farin et al, 1995). Esta dificultad confirma la subjetividad de la evaluacién
estereoscépica cuya base son las caracteristicas morfolégicas, ya que mientras
algunos evaluadores pueden ser muy estrictos en sus criterios de seleccion otros
no lo son y por lo tanto es necesario tener otros métodos o pruebas de facil
acceso que permitan observar el desempefio metabdlico y asi determinar su

capacidad de desarrollo. En el presente trabajo, la implementacién del cultivo
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embrionario durante cuatro horas ayudd a diferenciar aquellos embriones
clasificados de buena y regular calidad al microscopio estereoscdpico, pero que
tenian poca probabilidad de producir una gestaciéon ya que en el medio de cultivo
presentaron caracteristicas indeseables.

En los estudios realizados por Romo y col., (2002) y Alvarez y col., (2004) quienes
después de cultivar embriones de mala calidad durante 24 horas, al transferirlos
obtuvieron 30% de gestacién, los autores sugieren que el cultivo promueve la
actividad mitética e incrementa el numero de células totales en los embriones de
pobre calidad. Con los resultados observados en nuestro trabajo donde ningun
embrion de mala calidad se desarroll6 favorablemente, podemos pensar que
efectivamente el microscopio empleado para la clasificacion resulta muy subjetivo,
ya que tal vez los embriones que llegaron a producir una prefez en los estudios
citados anteriormente, no necesariamente eran de mala calidad. Otra posible
explicacion a estas diferencias, es que en los embriones de mala calidad el
namero de células en apoptosis sobrepasa la capacidad de regeneracion y el
medio de cultivo provee las condiciones para que el embridbn exprese las
caracteristicas metabdlicas per se, pero no las mejora. Finalmente, las
discrepancias discutidas anteriormente también pudieron estar influenciadas por el
namero de embriones de esta clasificacion utilizados en el presente trabajo (n=8)
por lo que en este rubro se requerira de un mayor numero de embriones para

trabajos futuros.

En cuanto al nimero promedio de nucleos en apoptosis encontrados en el
presente estudio, éstos concuerdan con los trabajos de Marquez (2003) vy
Contreras y col., (2008), quienes encontraron para los embriones buenos un
promedio menor a 14 nucleos apoptéticos, de 15 a 20 para los de calidad regular y
mas de 21 nucleos apoptoéticos para los embriones malos. El nUmero de nucleos
positivos a BrdU no fueron tan consistentes como para determinar de manera
precisa la capacidad de desarrollo en los embriones de bovino, esto puede
deberse en primer lugar a que en las etapas tempranas del desarrollo, las células
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de los embriones tienen un patrén de division asincrdnico y por lo tanto no todas
podrian encontrarse en la fase de sintesis al momento de la prueba (Gilbert 2005).
Por otro lado, al ser una técnica que no ha sido desarrollada ni implementada de
manera rutinaria en embriones, crea la necesidad de continuar perfeccionandola
para lograr resultados que nos aproximen a conocer de manera mas precisa la
calidad y viabilidad de los embriones clasificados primariamente con el
microscopio estereoscédpico (Markkula et al., 2001; Makarevich and Markkula
2002).

Al comparar los embriones del grupo experimental con los del grupo testigo,
mediante la técnica de TUNEL-BrdU, no se encontraron diferencias estadisticas
en ninguna clasificacién, con esto se podria decir que el cultivo embrionario
empleado para este trabajo, no necesariamente mejoré el desarrollo de los
embriones, sino que Unicamente les proporciond las condiciones necesarias para

que éstos expresen sus caracteristicas metabdlicas per se.

En el segundo experimento donde se utilizaron embriones congelados obtenidos
de una fuente comercial, el 54% de los embriones buenos y el 42% de los
regulares se mantuvo viable durante el cultivo, mientras que el 46% de los buenos
y el 68% de los regulares mostraron cambios degenerativos a las 4 horas del
cultivo. Estos resultados difieren con los encontrados por Contreras y col., (2008)
donde el 100% de los embriones buenos y regulares se mantuvieron viables
durante las primeras 8 horas de cultivo. Las diferencias pueden ser explicadas
debido a que en el estudio anteriormente mencionado, los autores clasificaron,
congelaron y mantuvieron en condiciones controladas el almacenamiento de los
embriones durante 5 meses, a diferencia del presente estudio donde los criterios
de clasificacion, tiempo y condiciones de almacenamiento fueron desconocidos
por los autores. Se sabe que la evaluacion correcta de los embriones es el
principal factor que afecta la tasa de prefiez en los programas de transferencia de
embriones (Cutini et al., 2000; Lindner and Wrigth 1983; Hasler et al., 1987; Hasler
et al., 1995; Reichenbach et al., 1992) y que existe una gran variabilidad en los
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criterios con los que son clasificados, principalmente cuando éstos provienen de
razas cebuinas (Farin et al.,, 1995; Aguilar et al., 2002; Lépez — Damian et al.,
2008). Por lo tanto, el pobre desempeno durante el cultivo de los embriones
utilizados en este estudio, puede deberse en parte, a la subjetividad de realizar la
evaluacién morfolégica como Unico criterio para seleccionar los embriones

destinados a la congelacion.

Por otro lado, el proceso mismo de congelacion provoca danos celulares, diversos
estudios han demostrado que los embriones son expuestos a niveles toxicos de
crioprotectores, ademas de ser sometidos a una reduccion del volumen celular
debido a la deshidratacién osmética y a la solidificacion durante el enfriamiento
(Dobrinsky 1996; Baguisi et al., 2000; Schneider et al., 1984). Por estas razones el
congelamiento debe ser realizado con especial atencién para reducir al minimo los
efectos daninos. Finalmente, un manejo inadecuado o una pobre vigilancia del
nivel de nitrégeno en los termos, puede comprometer la viabilidad de los
embriones (Marquez et al., 2004).

La criopreservacion es una parte fundamental en la comercializacion de los
embriones, sin embargo no se tienen filtros para verificar la viabilidad de los
mismos antes de ser transferidos a las receptoras. En este experimento se
observé que el 46% y 58% de los embriones buenos y regulares respectivamente
no se mantuvieron viables después de cuatro horas de cultivo, lo cual permite
utilizar esta prueba para evaluar la capacidad de desarrollo en embriones
descongelados y de esta manera tener un mejor control de calidad para transferir
Unicamente los embriones que muestren su potencial de desarrollo a través del

cultivo.

La técnica TUNEL, ha demostrado ser una prueba bastante precisa en la
deteccion de células apoptéticas y de esta manera confirmar la calidad de los
embriones (lkeda et al, 2006; Marquez et al., 2004; Marquez et al., 2005;
Contreras et al., 2008; Gutiérrez 2009). En el conteo de células apoptéticas entre
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los grupos testigo y experimental en embriones tanto frescos como congelados, no
se encontraron diferencias significativas, lo cual indica que el medio de cultivo
empleado en el presente trabajo, no es un factor que altere la maquinaria
metabdlica del embrién, simplemente es un medio que le provee las condiciones

para que éste exprese su potencial de desarrollo.

En cuanto a la aplicacion de la técnica BrdU para determinar el nimero de
blastémeros en proliferacion, de las publicaciones accesibles no se encontraron
datos donde se haya utilizado dicha técnica en embriones de bovino, sin embargo
en estudios similares utilizando el loduro de Propidio y PCNA en embriones
producidos in vitro, Markkula y col., (2001) y Makarevich and Markkula (2002)
encontraron que existe una mayor proporcion en la proliferacion celular en
embriones frescos que en los congelados. Para corroborar estos resultados se

requerird de mayor investigacion al respecto.

La combinacion de la técnica TUNEL — BrdU, es complementaria ya que hace
posible visualizar tanto las células que se encuentran en apoptosis como las que
se encuentran en fase de proliferacién. Dicha técnica, aunque es invasiva, permite
determinar con mayor certeza la viabilidad de los embriones, ademas de ser una
alternativa novedosa para aplicarse en los embriones producidos y utilizados bajo
condiciones tropicales. Debido a que la informacion encontrada en este rubro es
escasa, se abre la posibilidad de plantear investigaciones subsecuentes para
determinar la relacién proliferacion — apoptosis en los diferentes estadios del
desarrollo embrionario, tanto en embriones que son producidos in vivo, como en
aquellos producidos in vitro. De la misma manera, se puede aplicar dicha técnica
para comparar embriones que son congelados por diferentes métodos (glicerol,
etilenglicol, vitrificacion) para determinar las variables que pudieran afectar su

potencial de desarrollo después de ser descongelados.

En los embriones colectados en fresco se obtuvo un promedio de 3.3 embriones
por vaca, los cuales son similares a los encontrados por Contreras y col., (2008),

35



Aguilar y col., (2002) y Marquez y col., (2005), donde se encontraron rangos entre
3 y 4 embriones transferibles por vaca en razas cebuinas, aunque algunos autores
han reportado respuestas ligeramente superiores (entre 5 y 7 embriones
transferibles por vaca), en la misma especie (Peixoto et al., 2006; Pontes et al.,
2009). Existen diversos factores que afectan la respuesta superovulatoria y el
namero de embriones transferibles, varios investigadores coinciden en que
aquellos que son inherentes a la donadora son la edad, raza, estado nutricional,
estado fisiolégico y época del ano (Kafi and McGowan 1997; Mapletoft 2002;
Merton et al., 2003; Chebel et al., 2008).

En cuanto a la edad, varios estudios no han encontrado diferencias cuando las
donadoras que se utilizan son menores de 9 anos, pero cuando son mayores
disminuye la respuesta superovulatoria, el porcentaje de embriones transferibles y
su calidad, eso debido a que con el tiempo disminuye también el numero de
foliculos capaces de responder al tratamiento superovulatorio (Lerner et al., 1986;
Kafi and Mc Gowan 1997; Mapletoft 2002; Pontes et al., 2009). Efectivamente, en
uno de los muestreos en el que utilizamos vacas mayores de 10 afos (n = 10) no
fue posible obtener ningun embridén Util para este trabajo ya que del total de
estructuras obtenidas (n= 14, x = 1.4) el 21% fueron embriones viables, 22%
fueron embriones con retardo en el desarrollo y el 57% restante se traté de
ovocitos no fertilizados. La edad promedio de las hembras (menos de 9 afos) de
las cuales se produjo el total de embriones utilizados en nuestro estudio se
encuentra dentro del rango sugerido por los autores anteriormente citados. Sin
embargo, es necesario hacer mas investigacion sobre el efecto negativo de la
edad sobre la produccion de embriones, principalmente porque la mayoria de los
ganaderos tienden a elegir los animales que han probado ser eficientes en su finca
como donadoras antes de su sacrificio con la esperanza de tener un efecto
multiplicador de éstos ejemplares los cuales son generalmente mayores de 10

anos.

36



Con referencia a la raza, la fluctuacion entre los estudios consultados es evidente.
Asi, Peixoto y col., en el 2006 encontraron un promedio de 7.3 embriones
transferibles para la raza Brahman, de 4.1 para la Gyr, de 5.7 para la Guzerat y de
6.7 para la Nelore. Estos resultados difieren con los encontrados en el presente
estudio (3.3 embriones transferibles por vaca) y con los descritos por Herrera
Alvarez y col., (1987); Penna y col., (1998), quienes encontraron un promedio de 4
embriones viables por vaca. Varios autores han descrito la gran variabilidad en la
respuesta superovulatoria de las razas cebuinas como uno de los principales retos
a superar, (Baruselli 2006; Barros y Nogueira 2001; Nogueira et al., 2002;
Mapletoft 2002). La disparidad entre los resultados puede depender del potencial
propio de la raza, del tipo y dosis total de FSH empleada y de la respuesta
individual de los animales (Ake et al., 1995), en este sentido existen estudios que
muestran la susceptibilidad de las razas cebuinas a la accion de las
gonadotropinas, lo que hace que en este ganado se empleen dosis menores de
FSH (Visitin et al., 1996; Baruselli 2003). Varios autores recomiendan utilizar una
dosis total de 200 mg de FSH para lograr mejores resultados (D'Occhio et al.,
1997; Nogueira et al., 2002; Monteiro et al., 2009). En nuestro estudio se utilizd
una dosis total de 280 mg de FSH, ésta dosis se tendra que ajustar en los
tratamientos subsecuentes, ademas de elegir hembras que hayan tenido una
respuesta favorable en un tratamiento superovulatorio previo, y por el contrario, no

incluir aquellas vacas en las que la respuesta fue pobre o nula.

En cuanto a la alimentacion, las vacas que se utilizaron en el presente estudio
estuvieron sometidas a diferentes dietas propias de la explotacion a la que
pertenecian, por lo que no fue posible tener un estricto control sobre ésta variable.
En este sentido tampoco fue posible mantener un seguimiento de los cambios de
condicion corporal de estos animales antes del tratamiento superovulatorio. Al
respecto, Hanselmann (1995) citado por Becaluba (2007), encontré6 que la
respuesta superovulatoria se correlaciona positivamente con la condicién corporal,
siendo el rango Optimo para implementar dicho tratamiento cuando la vaca se

encuentra entre 3.0 y 3.5 (Hanselmann 1995). En nuestro trabajo, las hembras
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donadoras utilizadas estuvieron dentro del rango éptimo sugerido (CC de 3.0). A
pesar de ello, se obtuvo una respuesta pobre al tratamiento, posiblemente debido
a que en el momento de la seleccién las hembras pudieron haber estado ganando
o perdiendo peso. Por lo que se sugiere que en estudios para evaluar la respuesta
superovulatoria se deba de tener un estricto control de los posibles cambios de
condicién corporal previa al tratamiento. Lo anterior puede ser confirmado con el
estudio realizado por Siddiqui y col., (2002) donde vacas de ganado cebuino
fueron sometidas a dos tipos de dietas durante tres meses antes de iniciar un
protocolo de superovulacién. En dicho estudio, se obtuvo una mejor respuesta con
la dieta que mantuvo a las donadoras en un promedio de 3.0 en la condicién
corporal que con una dieta altamente nutritiva la cual ocasioné un aumento en la
condicién corporal de las hembras donadoras hasta un maximo de 4.5. Lo anterior
sugiere la necesidad de implementar un régimen de suplementacion que sea
adecuado a los requerimientos de la raza y principalmente que proporcione de
manera eficiente los nutrientes que pueden afectar la respuesta superovulatoria
(Santos et al., 2008; Benyei et al., 2001; Cabrera et al., 2009).

Por otro lado, el promedio de 3.3 embriones transferibles por vaca obtenido en
nuestro trabajo puede explicarse en base a multiples estudios, los cuales
demuestran que las donadoras Bos indicus reclutan una mayor cantidad de
foliculos por oleada, sin embargo el didmetro que éstos alcanzan antes de ovular
es menor que en hembras Bos taurus siendo de 11 mm y 16 mm respectivamente
lo cual puede ser la causa de encontrar un gran numero de ovocitos no fertilizados
al momento de la colecta (Bo et al., 2003; Baruselli et al., 2006; Sartorelli 2005;
Figueiredo et al., 1997; Pontes et al, 2009). Debido a las condiciones
experimentales de nuestro trabajo no fue posible medir el didmetro de los foliculos
de los animales utilizados, por lo que en futuras intervenciones sera necesario

prestar especial atencion a esta variable.

Ademas, la época del afo en que se realizan los tratamientos de superovulaciéon y

transferencia de embriones, tiene una influencia en la respuesta ovarica asi como
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en la calidad de los embriones colectados, los cuales se ven mas afectados en el
verano que en el invierno (Marquez et al.,, 2005, Chebel et al., 2008;). Si bien, la
influencia de la época del afio sobre el nimero y la calidad de los embriones no
fue objetivo del presente estudio, se encontré6 que en la colecta del verano se
recupero el 41% del total de embriones, de los cuales el 52% se clasificaron de
buena calidad, 26% como regulares y el 21% como embriones malos. Asi mismo,
en el invierno se obtuvo el 58% del total de embriones producidos, siendo el 66%
embriones buenos, 26% regulares y el 7% malos. Estos hallazgos indican la
importancia de tomar en cuenta la época del afo en la que se realizara el
tratamiento de superovulacion y colecta de embriones, ya que en climas tropicales
los meses calurosos registran temperaturas ambientales de 38 hasta 44° C (Kafi
and Mcgowan 1997; Barati et al., 2006; Wolfenson et al., 2000). La alta
temperaturas, la humedad y la radiacién solar disminuyen el consumo de alimento
y por ende la eficiencia reproductiva de la vaca (Roman 1981), de manera directa
durante el verano los embriones son expuestos a la temperatura corporal de la
madre que llega a alcanzar los 39.7°C lo cual afecta la viabilidad de los embriones
en estadio de mérula y blastocisto (Gwazdauskas 1985; Zakari et al., 1981). En
hembras que han sido sometidas a estrés térmico, se ha encontrado que
incrementa de manera significativa el nUmero de embriones degenerados o con
retardo en el desarrollo a los 7 dias post inseminacion (Putney et al., 1988, Putney
et al., 1989; Chebel et al., 2008; Sugiyama et al., 2003).

Por lo tanto se puede concluir que para obtener mejores resultados en los
programas de superovulacién y transferencia de embriones bajo condiciones
tropicales, se debe considerar que las hembras que se seleccionen como
donadoras sean menores de 9 afos, que hayan tenido una respuesta satisfactoria
a un tratamiento previo, que se lleve un adecuado control de la dieta, la cual
proporcione los nutrientes requeridos para que las donadoras se encuentren en un
rango de 2.5 a 3.5 de condicion corporal al momento del tratamiento
superovulatorio y que la implementacién del protocolo se lleve a cabo en la época

del afno cuando la temperatura ambiental no sea elevada.
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IX. CONCLUSIONES

El acercamiento experimental utilizado en el presente estudio permite concluir lo

siguiente:

Con la aplicacién de tecnologias como el cultivo embrionario es posible
tener una mejor evaluacibn de los embriones tanto frescos como
congelados. Asi mismo, es una herramienta util para evaluar embriones
provenientes de fuentes comerciales, 0 que se encuentran almacenados
por tiempos prolongados.

Con las técnica invasivas como TUNEL — BrdU, es posible tener una mejor
comprensién de la capacidad de desarrollo del embrién, si bien dichas
técnicas no son aplicables a los embriones destinados a la trasferencia, son
muy Utiles en la generacion del conocimiento que permita plantear nuevas
estrategias para hacer de la ganaderia una practica rentable y eficiente.
Para disminuir la variabilidad registrada en cuanto a la calidad y el numero
de embriones recuperados en los tratamientos de ovulacién multiple en
vacas Bos indicus, es necesario tener un adecuado control de las variables

qgue influyen de manera negativa sobre la respuesta superovulatoria.
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