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Resumen

Los embriones Bos indicus producidos in vivo obtienen bajos porcentajes de gestacion
en comparacion con los de Bos taurus tras su criopreservacion por curva lenta (40 vs.
70%). A pesar de que no se conocen las caracteristicas celulares que generan esta
condicion, su baja crio-viabilidad esta ligada con la alta cantidad de gotas lipidicas
(GLs) y estrés oxidativo. Para conocer como estos organulos podrian afectar la crio-
viabilidad de los embriones B. indicus, se analizé y compar6 la proporcién, volumen,
morfologia y composicion de las GLs entre subespecies y condiciéon -- frescos vs.
congelados-descongelados —- valorando de la misma forma, las especies reactivas de
oxigeno (EROs) y el dafio post-criopreservacion a través de la peroxidacion lipidica
(PL) y apoptosis. La primera parte de nuestros resultados (Capitulo 4.1 y 4.2) revelan
dos tipos de organizacién de GLs, en forma individual y en grupos (clasteres); siendo
éste ultimo tipo de organizaciéon el que sufre los mayores cambios post-
criopreservacion en ambas subespecies. Mientras los embriones B. indicus muestran
un reduccién de grupos de gotas de 11% a 5% (P<0.05) los de B. taurus muestran un
incremento de 2% a 7% (P<0.05), sugiriendo un proceso de fragmentacién y
coalescencia, respectivamente. Estos efectos post-criopreservaciéon pueden ser
confirmados a través de la reducciéon de volumen de 37 um3 en los grupos de gotas de
B. indicus y el aumento de 42 pm3 en los grupos de gotas de B. taurus. La morfologia
también muestra cambios por el efecto de la congelaciéon-descongelacién sugiriendo
estos mismos efectos, fragmentacion y coalescencia, a través del incremento del
numero de gotas craqueladas en B. indicus (35% vs. 93%, P<0.05) pero no en B. taurus
(33% vs. 37%, NS). La composicion que prevalece en las gotas de B. indicus es saturada
mientras en B. taurus insaturada, sin embargo, post-descogelacion en ambas
subespecies se observa un cambio hacia acidos grasos insaturados, lo cual
probablemente se deba a la PL. En la segunda parte de nuestros resultados (Capitulo
4.3-4.5) los niveles de EROs son superiores en el ganado B. indicus tanto antes (14 auf
vs. 8 auf, P<0.05) como después (21 auf vs. 14 auf, P<0.05) de la congelacidn;
correlaciondndose positivamente con la alta proporcion de gotas en grupo que
presentan los B. indicus, lo cual a su vez es indicativo de estrés oxidativo. El dafio
oxidativo post-descongelacion que los embriones B. indicus experimentan con
respecto a B. taurus son mayores tanto en peroxidacion lipidica (51 auf vs. 12 auf,
P<0.05) como en apoptosis (11 vs. 6, P<0.05). En conclusidén, las caracteristicas
morfométricas de las GLs ofrecen importantes diferencias celulares entre subespecies
que afectan de manera opuesta a los embriones después del proceso de congelacion-
descongelacién por curva lenta, favoreciendo asi, los efectos del estrés oxidativo a
través de la peroxidacion lipidica y muerte celular.

Palabras clave: Embriones bovinos, Gotas lipidicas, Especies reactivas de oxigeno,
Peroxidacion lipidica, Apoptosis
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Abstract

The Bos indicus in vivo embryos have lower pregnancy rates than Bos taurus embryos
after being cryopreserved by slow freezing (40% vs. 70%). Although, the cellular
characteristics that generate this condition are still unknown, their poor freezability is
link to a high quantity of lipid droplets (LDs) and oxidative stress. To know how these
organelles could affect the B. indicus cryosurvival, the LDs proportion, volume,
morphology and composition were analysed and compare between subspecies and
conditions -- fresh vs. freeze-thawing -- measuring the reactive oxygen species (ROS)
and their damage post-cryopreservation through lipid peroxidation (LP) and
apoptosis. The first half of our results (Chapter 4.1 y 4.2) revealed two types of LDs
organization, such as individual and clusters; being the latter type of organization, the
one who experience the major changes post-cryopreservation in both subspecies.
Meanwhile, the B. indicus clusters show a reduction from 11 to 5 % (P<0.05) in B.
taurus is displayed an increase from 2% to 7% (P<0.05), suggesting a fragmentation
and coalescence process, respectively. These post-cryopreservation effects, could be
confirm through the clusters volume reduction around 37 pm3 in B. indicus and an
augment of 42 um3 in B. taurus. The morphology of LDs in B. indicus embryos also is
impaired by freezing, inferring the fragmentation and coalescence events through the
increase of cracked droplets (35% vs. 93%, P<0.05), but not in B. taurus (33% vs. 37%,
NS). The composition that prevails in B. indicus LDs relies on saturated fatty acids
while unsaturated in B. taurus. After freeze-thawing process both subspecies
displayed unsaturated LDs, which probably is due to LP. The second part of our
results (Chapter 4.3-4.5) shows that ROS levels are superior in B. indicus embryos in
both conditions fresh (14 auf vs. 8 auf, P<0.05) and frozen (21 auf vs. 14 auf, P<0.05);
displaying at the same time, a positive correlation with the high clusters proportion in
B. indicus embryos, which infer an oxidative stress. The oxidative damage that B.
indicus embryos experience post-cryopreservation, is higher than B. taurus embryos
in both types of damages, lipid peroxidation (15 auf vs. 12 auf, P<0.05) and apoptosis
(11 vs. 6, P<0.05). In conclusion, the morphometric characteristics of LDs between
subspecies offers insights into important cellular differences between embryos, which
are affected in opposite directions after slow freezing, favor the stress oxidative effect
through the lipid oxidation and cell death.

Key words: Bovine embryos, Lipid droplets, Reactive oxigen species, Lipid
peroxidation, Apoptosis
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Capitulo 1. Introduccion

El ganado Bos indicus y Bos taurus provienen del mismo ancestro comun (Bos
primigenius), sin embargo, evolucionaron en dos momentos de domesticaciéon
diferente L. En este proceso, se adaptaron a los diferentes medios en los que habitan
produciéndose variaciones de fenotipo, grasa en leche, composicion de la canal y

rasgos de fertilidad 23, lo cual impacta la eficiencia productiva de cada subespecie.

Con la finalidad de incrementar la productividad de cada subespecie, diferentes
metodologias de reproduccion se han utilizado, destacando entre ellas la transferencia
de embriones % Esta biotecnologia ademas de permitir el incremento de la cantidad de
descendientes que una hembra puede tener al afio y de reducir los intervalos
generacionales, brinda la facilidad de manipular los embriones o la seleccion de
cruzas y con ello el mejoramiento genético a través de la importacion o exportacion de
embriones congelados >. Para realizar la transferencia de embriones se requiere de la
induccién de ovulacion multiple de una vaca donadora, cuyas caracteristicas
productivas son deseables. Después de la fertilizacién de los évulos, el proceso
culmina con la extraccion de los embriones alrededor del dia 7 (después del estro)
para después ser transferidos en fresco a vacas receptoras o congelados para su

posterior uso °.

El éxito de sobrevivencia de los embriones congelados depende de muchos factores
pero particularmente de la calidad embrionaria. Esto se determiné mediante un
estudio de varios afos en diferentes localidades con ganado Bos taurus, donde se pudo
determinar que, los embriones clasificados como calidad 1 (C1, buenos) tanto en
fresco como congelados obtienen mayores tasas de gestacion (73, 63%,
respectivamente) que embriones calidad 2 (C2, regulares) (56, 44%) y calidad 3 (C3,
malos) (48, 36%) 7. En contraste, cuando los embriones provienen de madre B. indicus
los resultados de prefiez son inferiores (37-41%) a los reportados en B. taurus (60 a
72%) 7-12, Estos resultados sugieren que el origen materno influye sobre la calidad

embrionaria.



Capitulo 1. Introduccion

En estudios realizados en nuestro grupo de trabajo, se analizé la calidad de los
embriones de ambas subespecies a nivel ultraestructural, tomando como referencia la
evaluacion morfolégica de rutina que se realiza empleando microscopia
estereoscopica. Encontrando, que el 5% de los embriones B. indicus clasificados como
C1, en realidad, corresponden a C2 y el 22% a C3 13. Por el contrario, los embriones B.
taurus clasificados como C1 aumentan en 14% cuando estos en un inicio eran
considerados C2 !4 Estos resultados sefialan que los embriones B. indicus a pesar de
ser clasificados morfologicamente como C1 tienen caracteristicas ultraestructurales

que denotan una menor calidad.

Lépez-Damidn y colaboradores 14 proponen que una de las causas de la baja calidad
embrionaria se debe a la alta proporcion de gotas lipidicas (GLs). La elevada presencia
de GLs, ha sido caracterizada como un factor que resta calidad ultraestructural 1>
promueve bajos porcentajes de gestacion 16 y baja crio-tolerancia 7. Asi, por ejemplo,
cuando embriones de alto contenido lipidico como los porcinos son delipidados
(remocion de GLs) la viabilidad embrionaria post-descongelacion incrementa 18,

dejando en claro que las GLs intervienen negativamente sobre la crio-viabilidad.

Ademas de la cantidad de GLs, el tamafo y composicion también influyen sobre la
viabilidad post-descongelacion 1220, i 12 y Nakaya 21 mostraron en embriones bovinos
producidos in vitro que cuando el tamafio de la gota lipidica es pequeio (2.5um de
didmetro) los porcentajes de sobrevivencia aumentan (78.5%) porque se produce una
baja cantidad de hidroperéxidos en comparaciéon a cuando una gota es grande (6.3
um, 46.4% de sobrevivencia). En relacion a la composicidn, la presencia de acidos
grasos saturados ademas de generar mayor sensibilidad al enfriamiento 202223
promueve altos niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs) 24 y apoptosis 2528,
Estas observaciones indican que las diferentes caracteristicas de las GLs influyen

sobre la crio-viabilidad embrionaria.



Capitulo 1. Introduccion

Tomando en cuenta que la cantidad, tamafo y composicion de las GLs estan
correlacionadas con los niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs)?2%,
peroxidacion lipidica (PL) 21 y porcentaje de apoptosis 3¢ creemos que el efecto de la
congelacion y descongelacion, es decir, un efecto de hipoxia y re-oxigenacion,
incrementara las EROs dafiando a las células a nivel de lipidos, acidos nucleicos y
proteinas, suscitando eventos de PL y apoptosis que culminaran en una disminucién
de la viabilidad celular, perdiendo asi el embrién la competencia de implantacion. Por
lo que si las GLs de los embriones B. indicus tuvieran alguna de las caracteristicas
negativas seflaladas anteriormente, podriamos inferir cuales son las causas de una
mala congelacion y por lo tanto bajos porcentajes de gestacion después de un proceso
de criopreservacion. El objetivo del presente proyecto es caracterizar y comparar la
cantidad, volumen, morfologia y composicion de las GLs; asi como los niveles de EROs,
PL y apoptosis de los embriones de B. indicus y B. taurus producidos in vivo antes y

después de la congelacién de curva lenta.
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2.1 Importancia de la ovulacion multiple y
transferencia de embriones en el ganado
bovino.

La ovulacién multiple y transferencia de embriones (MOET, por sus siglas en Inglés)
es una técnica biotecnolégica que ha permitido mejorar el genotipo de la poblacién de
un hato 31, incrementar el nimero de descendientes de una hembra al afio, reducir
intervalos generacionales y salvaguardar material genético de animales que padecen
enfermedades como encefalitis espongiforme bovina, lengua azul, Brucella abortus,
leucosis enzdotica bovina, fiebre aftosa y rinotraqueitis infecciosa bovina 32. Todas
estas ventajas han impulsado a MOET como la herramienta mds viable de produccion

y mejoramiento genético.

La preferencia por el uso de esta biotecnologia increment6 con el surgimiento de la
criopreservacion, lo cual favorece el almacenamiento de embriones por tiempo
indefinido y su transferencia a cualquier parte del mundo, evitando los inconvenientes
que el transporte de semovientes tiene 23334 De esta manera, MOET se posiciond
como la biotecnologia de embriones congelados de mayor uso a nivel mundial &3135
logrando altas tasas de gestacion (entre 54-70%) en la mayor parte del ganado donde

se ha empleado 23637,

A pesar de que los porcentajes de gestacion son afectados por diferentes factores,
como la edad de la receptora, método de transferencia, estacion del afio, volumen de la
pajilla, lugar de depoésito del embrién o si son frescos o congelados, es la calidad
embrionaria la que sin duda representa el principal factor que repercute sobre las
tasas de prefiez Z. El éxito de los porcentajes de gestacidon son significativamente
superiores (62%) con embriones C1 mientras que la trasferencia de embriones C3

alcanzan hasta un 36% Z38,



Capitulo 2. Revision de Literatura

No obstante, respecto a los rangos de concepcion, se ha identificado que no todo tipo
de ganado obtiene altas tasas de gestacion con el uso de embriones C1, es decir, los
embriones provenientes de ganado B. indicus conciben porcentajes bajos de gestacion
entre 16 y 41% mientras que los B. taurus de entre 54 y 70% 812, Una posible
explicacidn a estas diferencias entre subespecies, es que los embriones de la primera
son de menor calidad que los B. taurus y por eso se observan los bajos indices de

gestacion.

Estudios de nuestro grupo de trabajo mostraron que efectivamente los embriones B.
indicus son de menor calidad. Para ello, embriones clasificados morfol6gicamente en
calidades C1, C2 y C3 fueron evaluados a nivel ultraestructural. Encontramos que el
5% de los embriones B. indicus clasificados como C1 corresponden en realidad a C2 y
el 22% a C3 13, Por el contrario 14% de los embriones clasificados como C2 en B.
taurus en realidad eran C1 14, Estos resultados sefialan que a pesar de tener
caracteristicas morfolégicas de embriones C1 los componentes ultraestructurales de
los embriones B. indicus denotan una menor calidad, lo cual repercute en el éxito de la

criopreservacion de este tipo de ganado.

2.2 Diferencias entre los embriones Bos indicus
y Bos taurus y su repercusion en la viabilidad

2.2.1 Diferencias en composicion de acidos grasos
Los embriones B. indicus y B. taurus difieren en caracteristicas de composicion de
acidos grasos, ultraestructura, expresion génica y resistencia a la temperatura. En
condiciones normales estas caracteristicas potencializan su viabilidad, pero pueden
disminuirla en escenarios estresantes como con el estrés caldrico en embriones B.

taurus 3242 o la congelacidn en los embriones B. indicus 1243
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Dentro de estas caracteristicas celulares la composicion de los lipidos es una
particularidad que difiere entre especies. McEvoy y colaboradores 44 estudiaron la
composicion de los acidos grasos en ovocitos de tres especies diferentes (cerdo,
bovino y ovino), encontrando de los 24 acidos grasos presentes, que los acidos
palmitico (16:0), oleico (18:1A9), estearico (18:0) y linoleico (18:2A%12) son los mas
abundantes en las tres especies. Dentro de esos acidos se destaca por su abundancia el
acido palmitico (cerdo 35%, bovino 32% y ovino 25%), seguido por el oleico (cerdo
22%, bovino 25% y ovino 26%), estearico (4-16% en las tres especies) y linoleico (5-

8%).

También existen algunas disimilitudes entre las subespecies B. indicus y B. taurus.
Sudano y colaboradores 4> al analizar la diferencia de fosfolipidos entre ambos
biotipos embrionarios, encontraron que el acido palmitico (16:0) y estearico (18:0)
predominan en los embriones B. indicus mientras que en los B. taurus el linoleico
(18:2A912), Se podria entonces pensar que los embriones con menor resistencia a la
congelacion  (Sus scrofa domesticus 'y B. indicus) estan compuestos
predominantemente de acidos grasos saturados (palmitico y estearico), mientras que

embriones (Ovis orientalis y B. taurus) menos susceptibles a condiciones de

Diversos estudios sefialan que los acidos grasos saturados, en especial el palmitico,

tienen efectos detrimentales sobre multiples tipos celulares - ovocitos, fibroblastos,

vitro se ha observado que el acido palmitico disminuye la maduracion, fertilizacion,
division y desarrollo embrionario 22 mientras los acidos insaturados mejoran la

fertilidad %2 e incrementan la crio-viabilidad a través de la resistencia al enfriamiento

20,22,23,2550
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Se ha observado que la proporcién de acidos grasos saturados e insaturados cambia
en diversos organismos segun el clima 2351, Por ejemplo, en verano, los ovocitos
bovinos exhiben una mayor cantidad de acidos grasos saturados (16:0 y 18:0) que en
invierno, cuando predominan los insaturados (18:2 - 22:6) 32 Los cambios de
composicion estan vinculados a la temperatura ambiental debido a que de ella
depende el punto de fusion de los lipidos; es decir que la temperatura ambiental es la

que mantiene a los lipidos en fase liquida 21,

El punto de fusidn de los acidos grasos esta inversamente relacionado con su nimero
de ligaduras (a mayor nimero de ligaduras su punto de fusién serd a una temperatura
menor). Por ello los acidos grasos saturados tienen sus puntos de fusién a altas
temperaturas (oleico (18:1) alrededor 15°C) en comparaciéon con los insaturados
(linoleico (18:2) a -5°C; linolénico (18:3) a -11°C). Dado que el ganado B. indicus
habita en climas tropicales donde la temperatura oscila entre 23 y 41°C es de inferir

que la composicidén de sus fosfolipidos sea de acidos grasos saturados.

2.2.2 Diferencias ultraestructurales
Una de las estrategias celulares para reducir la lipotoxicidad generada por los acidos
grasos saturados 2426-2848 eg ]a formacion de numerosas GLs 235% cuya funcién es

almacenar los acidos grasos polinsaturados, evitando que sean oxidados por radicales

libres 35.

Bajo este supuesto, y tomando en cuenta la composicidon lipidica de los embriones B.
indicus, se esperaria que éstos tengan una mayor cantidad de GLs que los B. taurus.
Estudios realizados tanto en ovocitos 5 como en embriones 37 B. indicus y B. taurus -
empleando diferentes métodos de valoracion (densidad de flotacion, microscopia
epifluorescente y microscopia electrénica de transmision (MET)) - encontraron que
los embriones de la primera subespecie poseen una mayor cantidad de GLs que los de

la segunda. Sin embargo, otros autores que también utilizaron técnicas
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ultraestructurales 22 y de coloracion de lipidos por medio de Sudan negro concluyeron
lo contrario 42. Para esclarecer este dato es necesario la realizaciéon de un estudio

mucho mas detallado debido a que todas estas técnicas presentan limitantes dpticas.

Otra diferencia ultraestructural entre embriones B. indicus y B. taurus es la
abundancia en mitocondrias, la cual es mayor tanto en ovocitos 22 como en embriones
B. indicus 28, Si bien la cantidad de las mitocondrias es una caracteristica intrinseca de
cada subespecie, su alta proporcion sugeriria que este tipo de embriones requieren
altas concentraciones de energia. Sin embargo, la mayoria de las mitocondrias en los
ovocitos B. indicus son redondas (inmaduras) lo que denota una baja actividad
mitocondrial 22. Conforme el desarrollo embrionario progresa, las mitocondrias pasan
de ser redondas, densas e inactivas a alargadas, translicidas y activas, manteniéndose,
a pesar de ello, cierta proporcién de mitocondrias inmaduras 2860, Estos datos
sugieren un incremento en el metabolismo embrionario durante la maduracién del

embrion, pero sigue siendo bajo en B. indicus comparado con B. taurus.

Por lo tanto, al poseer B. indicus una mayor cantidad de mitocondrias se podria pensar
que este biotipo embrionario requiere de altas concentraciones de ATP para su
desarrollo pero, en contraste, su morfologia refleja un bajo grado de actividad
mitocondrial. Esto permite hipotetizar que los embriones B. indicus, en la etapa de
morulas y blastocistos, modulan su actividad mitocondrial para cuando el desafio
energético es necesario, como por ejemplo en la pre-implantacién, gastrulacion y

crecimiento fetal &L.

Uno de los indicadores clave de la actividad metabdlica dentro de los embriones es el
consumo de oxigeno 2. Al ser comparados los cultivos de piel, corazén e higado de
fetos B. indicus con los de B. taurus, los primeros mostraron un alto consumo de

oxigeno (11.6 vs. 19.8%) &3, evidenciandose asi que la actividad metabdlica en

-10 -
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embriones B. indicus es mayor. Esto muy probablemente se deba a las mutaciones del
ADN mitocondrial (ADNmt) &3,

En estudios donde el objetivo era estimar la divergencia que existe entre el ganado B.
indicus y B. taurus descubrieron que el ADNmt difiere en 237 posiciones de
nucleétidos entre subespecies, las cuales afectan los complejos [, III, IV y V de la
fosforilacién oxidativa 2363, Como estos complejos estan involucrados en el transporte
de electrones, no solo influyen sobre la produccion de ATP sino que también

intervienen en la generacion de EROs &2

Por lo tanto, ademas de su principal funcién como productora de energia, la
mitocondria también contribuye al estado REDOX, el envejecimiento y el control de la
apoptosis 6165 Debido a todo esto, las mutaciones del ADNmt entre el ganado B.
indicus y B. taurus pueden ser el origen de las diferencias de expresion génica entre

ambas subespecies.

2.2.3 Diferencias de expresion génica
Estudios comparativos sobre la expresion génica de B. indicus vs. B. taurus, han
demostrado que los embriones de origen taurino activan genes para prevenir la
apoptosis (DAD1), promover la elongacién de acidos grasos insaturados (AUH,
ELOVL6) y expresar actividad mitocondrial (ATP5B) durante el desarrollo
embrionario %. Por su parte, los embriones B. indicus sobre-expresan los genes

involucrados con la reduccidn del estrés oxidativo (GPX4 y PRDX1) 6667,

Estas diferencias en expresion de genes se asocian perfectamente con las diferencias
descritas anteriormente (Captitulo 2.2.1 y 2.2.2); por ejemplo, en B. taurus se
relacionan con composicion y morfologia mitocondrial y en B. indicus con el consumo
de oxigeno. Los genes AUH y ELOVL6 estan relacionados con el metabolismo lipidico
en general y en particular con la elongaciéon de acidos grasos insaturados, lo cual

coincide con el reporte de Sudano y colaboradores 45> en donde sefialan que B. taurus

-11 -
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contiene principalmente acidos grasos insaturados de cadena larga, en comparacion

con B. indicus (compuesto de acidos grasos saturados y cadena corta).

Por otra parte, el gen ATP5B se vincula con el transporte de protones y la generacion
de ATP durante la fosforilacion oxidativa. Este gen, con mayor expresion en B. taurus,
indica una alta actividad mitocondrial versus B. indicus, lo cual coincide con la

proporcién morfolégica de mitocondrias maduras en ambas subespecies.

Por ultimo, la sobreexpresion de los genes involucrados en la regulacion del estrés
oxidativo - GPX4 y PRDX1 - se vincula con el consumo de oxigeno, ya que
aproximadamente el 2% del oxigeno consumido se diversifica a la formacién de EROs
6468 1o cual harfa que al consumir B. indicus 1.7 veces mas oxigeno que B. taurus %3 la

produccién de EROs seria mayor en la primera subespecie.

La expresidon de los genes glutation peroxidasa (GPX4) y peroxirredoxina (PRDX1)
mantienen activa la produccion de estas enzimas antioxidantes, que en conjunto con
superoxido dismutasa (SOD) y catalasa son catalogadas como “la primera linea de
defensa antioxidante” degradando al anién superoéxido (02* ") y peroxido de hidrogeno
(H202) €. Se ha reportado que la supresion de GPX4 en el desarrollo embrionario es
letal 2. El hecho de que B. indicus mantenga activa la expresién de éste gen es un
indicador de que este tipo de embriones mantienen altas concentraciones

antioxidantes posiblemente debido a altas tasas de EROs.

2.2.4 Diferencias en resistencia a la temperatura
Una ultima diferencia embrionaria entre B. indicus y B. taurus es la resistencia a altas
(41°C) y bajas (-6°C) temperaturas. Diversos estudios han demostrado que tanto
ovocitos como embriones B. taurus expuestos a altas temperaturas - hasta 41 °C -
alteran su funcionamiento celular, disminuyendo sus tasas de desarrollo y, por ende,

de gestacién. En cambio los de B. indicus no muestran ninguna modificacién 7071 g

-12 -



Capitulo 2. Revision de Literatura

menos que sean expuestos a temperaturas por debajo los cero grados centigrados
(como sucede en la congelacion).

Asi, los embriones B. taurus en condiciones de hipertermia sufren de desorganizacion
de los microtubulos, reducciéon de la actividad mitocondrial, incremento de acidos
grasos saturados, translocacion de la fosfatidilserina en la membrana plasmatica e
incremento de blastomeros apoptoéticos 4171, En cambio, los embriones B. indicus no
estdn adaptados a entornos de hipotermia exhibiendo muerte, lisis, hinchamiento
celular, vacuolizacion mitocondrial y dafos en microvellosidades, reticulo

endoplasmico (RE) y aparato de Golgi 28 reduciendo su viabilidad &6,

La pérdida de la viabilidad conlleva a una caida marcada en los porcentajes de prefiez.
Cuando los embriones B. taurus estan bajo circunstancias de estrés caldrico sus
indices de gestacion se reducen de 59 a 27% 4142, y cuando los embriones B. indicus se
encuentran en condiciones de congelacion el porcentaje baja de 53 a 26% 272, Estos
resultados muestran el efecto negativo de la temperatura sobre cada biotipo

embrionario, los cuales estdn adaptados a diferentes condiciones ambientales.

A pesar de que las subespecies B. indicus y B. taurus provienen del mismo ancestro
comun - Bos primigenius - su evolucion se dio en climas diferentes, dando lugar a
mutaciones en el ADNmt 3; ya que las mitocondrias son una herencia 100% materna 73

se les responsabiliza por la calidad y termotolerancia de los embriones 7074,

Al ser los embriones de ambas subespecies diferentes es necesario estudiar el agente
causal que no permite una buena recuperacion post-congelaciéon de los embriones B.
indicus para poder proponer estrategias que incrementen sus porcentajes de

gestacion bajo efectos de congelacion.

2.3 Viabilidad embrionaria bajo la congelacion
de curva lenta

-13-
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2.3.1 Factores lipidicos de los embriones que reducen una

buena calidad criogénica

2.3.1.1 Efecto de la cantidad
A pesar de los beneficios de la criopreservacion, no todas las células sobreviven a la
congelacion de curva lenta. Especificamente hay dos procesos que afectan la
viabilidad celular, el primero es el estrés osmdtico 7> generado por el desacople de las
actividades metabdlicas y de membrana durante la disminucién de la temperatura
7677, y el segundo es la congelaciéon intracelular desencadenada por el dafio de la
membrana 7. Idealmente, la congelacion intracelular no debe ocurrir hasta que las
células se hayan deshidratado y ya no existan mas cambios de volumen, lo cual ocurre
entre los -30°C y -45°C 78; sin embargo, si esto ocurriera antes, la formacion
intracelular de cristales de hielo romperian mecanicamente las células incrementando

los indices de muerte celular y por tanto perdida de la viabilidad embrionaria.

Visintin y colaboradores 52 al comparar alteraciones ultraestructurales entre los
embriones B. indicus y B. taurus tras una congelacién de curva lenta encontraron que
ambos biotipos expresan la misma baja proporcion de dafios a nivel de RE, aparato de
Golgi, vacuolizacién mitocondrial y microvellosidades, pero una diferencia
significativamente alta de lisis, hinchamiento y muerte celular en los embriones B.
indicus. Estas Ultimas caracteristicas también han sido observadas en embriones de

alto contenido lipidico, como son los porcinos 4.

Los embriones porcinos tienen la particularidad de no resistir el proceso de
congelacion-descongelacion, lo cual ha sido atribuido a la gran cantidad de GLs que
presentan. Esta relacién se encontré a través de estudios donde la remocién de los
lipidos (delipidacion) antes de la congelacion aumenta la sobrevivencia de 0 a 64% %°.
Esta misma analogia ha sido observada en embriones bovinos in vitro cultivados con

suero y sin suero donde los primeros se caracterizan por tener un alto contenido

-14 -
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lipidico versus los segundos y al mismo tiempo menores porcentajes de eclosion (36
vs. 57 %) 1Z. Aunado a esto, en embriones bovinos in vivo se ha demostrado que los
porcentajes de gestacion post-descongelacion de embriones oscuros (alto contenido
lipidico) son inferiores a los de tonalidad clara (bajo contenido de GLs) - 27 vs. 51 % -
16, dejandose en claro que la cantidad de gotas lipidicas afecta la tolerancia a la

congelacion.

La via por la cual las GLs afectan la sensibilidad embrionaria a la criopreservacion es
desconocida, no obstante, se piensa que esta relacionada al estrés oxidativo generado
durante el proceso de criopreservaciéon. Se sabe que tanto durante la congelacion
como en la descongelacién se producen EROs 72, sin embargo, la concentraciéon de
éstas es mayor cuando una gran cantidad de GLs esta presente y menor si los
embriones son delipidados 22. Si las EROs no son controladas mediante un sistema
antioxidante, sus efectos son mortales. Esto se ha visto en embriones bovinos in vitro
en los cuales conforme aumentaba la cantidad de GLs por area incrementa también el
porcentaje de apoptosis (18 GLs / 1000 um? - 16 % apoptosis; 57 GLs / 1000 pm? -
69 % 39).

Dado que los porcentajes de viabilidad de embriones con alto y bajo contenido lipidico
son muy parecidos a los reportados en B. indicus (16-54%) y B. taurus (41-70%),
respectivamente 812; y la frecuencia de dafios ultraestructurales relacionados a
embriones de alto contenido lipidico (lisis, hinchamiento y muerte celular) son
mayores en la primera subespecie versus la segunda 28, la posibilidad de que los

embriones B. indicus posean una gran cantidad de GLs es alta.

2.3.1.2 Efecto de la composicion
Por otra parte, se ha visto que la viabilidad de los embriones tras congelaciéon por
curva lenta no solo es afectada por la cantidad de GLs sino también por la composicién

y el tamafio de las GLs. La composicion de los fosfolipidos de membrana es una

-15 -
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caracteristica importante, ya que de ella depende la temperatura de solidificacién o
congelacién. Tanto la cantidad de ligaduras (saturados o insaturados) y tipo (cis y
trans) como el largo de la cadena hidrocarbonada confieren o restan tolerancia al
enfriamiento. Es decir que el cambio de la flexibilidad de la membrana durante el
proceso de congelacion se observara tempranamente en lipidos cuya composicion sea
de acidos grasos saturados, de tipo cis y de cadena corta 828l Por ejemplo, la
temperatura de transicion de estado fluido a sdlido de la fosfatidilcolina (FC) en
acidos grasos con cadenas de 12, 14, 16, 18 y 20 carbonos es de 0, 23, 41, 55 y 66 °C,
respectivamente 81, Los acidos cis-oleico (18:1) cis-linoleico (18:2) y cis-linolénico
(18:3) presentan temperaturas de cambio de fase de 15, -5 y -11°C, respectivamente,
mientras que los trans-oleico (18:1), trans-linoleico (18:2) y trans-linolénico (18:3)
tienen temperaturas de 47, 69 y 70 °C, respectivamente 89, Estos ejemplos muestran
claramente el efecto del largo de la cadena hidrocarbonada y el tipo de ligadura sobre
la temperatura de solidificacion, por lo que se puede concluir que los acidos grasos
insaturados tienen una mejor flexibilidad de membrana en comparaciéon con los

acidos grasos saturados 2%

Estudios tanto de embriones como de semen han demostrado que la adiciéon de acidos
grasos saturados - como palmitico (16:0) y estearico (18:0) - tiene un efecto negativo
en la criotolerancia 82, Por el contrario, la suplementacién de acidos grasos

insaturados en medios de cultivo aumenta su resistencia al enfriamiento 205983,

Tomando en cuenta que los fosfolipidos de embriones B. indicus contienen menos
ligaduras, cadenas mas cortas (FC 32:1) y abundancia en acidos palmitico (16:0) y
estearico (18:0) versus los embriones B. taurus (FC 34:2, acidos linoleico 18:2; Sudano
et al.,, 2012) creemos que la solidificacién de su membrana ocurrira tan pronto como
comience el enfriamiento, de forma que el cambio de su flexibilidad promovera la

generacion de EROs, limitando la deshidratacién y formando cristales de hielo

-16 -
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intracelular, promoviendo muerte celular ya sea mecanicamente por efecto de los
cristales de hielo o inducidos por apoptosis.
2.3.1.3 Efecto del tamaiio

El tamafio de las GLs confiere propiedades distintas a las células 2% en embriones
bovinos in vitro las GLs de diametros grandes (de 2 a 6 pum) tienen menores
porcentajes de sobrevivencia (de 79 a 46 %) y eclosion (42 a 23 % 17219) que los
didmetros chicos, y la reduccién de tamano a través de un agente lipolitico acrecienta
su criotolerancia, incrementando los porcentajes de prefiez de 19 a 49% 2. Ademas de
que las GLs estan en sintonia con la producciéon de EROs, se ha demostrado que un
tamafio grande de gota lipidica produce una mayor concentraciéon de hidropero6xidos
que una gota chica 21 Por lo tanto, creemos que es importante analizar también el
tamafio de las gotas entre subespecies, ya que este factor podria ser una razén mas
para la promocién de estrés oxidativo en los embriones B. indicus y por tanto de la

disminucién de la viabilidad.

2.3.2 Alteraciones metabdlicas y bioquimicas inducidas por la
congelacion-descongelacidn: Especies reactivas de oxigeno,

peroxidacion lipidica y apoptosis

El proceso de congelacion-descongelaciéon genera EROs 72 debido a los cambios
metabdlicos y bioquimicos que ocurren durante la hipotermia, hipoxia (congelacién) y
re-oxigenacion (descongelacion). Este incremento excesivo de EROs provoca eventos
de peroxidacion lipidica y apoptosis, restando viabilidad a los embriones. Durante la
disminucién de temperatura, el metabolismo y la actividad de la membrana
plasmatica se ven afectados, disminuyendo en consecuencia la eficiencia de las
bombas de ATP. Esto provoca un cambio en el gradiente idnico de membrana y

peroxidacion lipidica 7677, la cual a su vez, por la reacciéon en cadena, genera radicales
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libres. Aunado a esto, la hipoxia promueve la degradacién de glicogeno y aumento de
glucolisis, a fin de mantener los niveles de ATP 8287; sin embargo, al experimentarse
una isquemia prolongada, los niveles de ATP caen, el AMP aumenta, y los gradientes
de iones son destruidos. Posteriormente, el AMP es degradado, la hipoxantina se
acumula generando O2* ~ en su conversién a xantina y por ende bloqueando las
divisiones mitdticas 28, el Ca2+* intracelular incrementa, estimulando las proteinasas y
fosfolipasas 8689, observandose cambios en la composicion de los fosfolipidos de

membrana 20,

Por otra parte, el proceso de re-oxigenacion en la descongelacién implica un aumento
abrupto de oxigeno el cual, a través de los pasos intermedios de su reduccion 21,
genera radicales libres como el anidon superoxido (O2* 7), el peréxido de hidrogeno
(H202) y el radical hidroxilo (OH*), los cuales dafian directamente lipidos, proteinas y
acidos nucleicos 21-23, De esta forma se observa como todos los cambios metabdlicos y
bioquimicos que experimentan las células durante la congelacion y descongelacion

llevan a un incremento de EROs Z2.

Las EROs son generadas durante el metabolismo embrionario normal 21 y en
concentraciones normales sirven como segundos mensajeros en vias de sefializacion
94 pero un aumento desmesurado rompe el balance oxido-reduccién (REDOX)
ocasionando estrés oxidativo 2. Una de las estrategias celulares para contrarrestar el
estrés oxidativo son los antioxidantes, pero tras el ciclo de criopreservacién éstos
disminuyen 26-29 y las altas concentraciones de EROs dafian lipidos, proteinas y acidos

nucleicos, desencadenando asi eventos de peroxidacion lipidica y apoptosis.

La oxidacion lipidica genera un cambio en el potencial de membrana y baja la
resistencia eléctrica, incrementandose el flip-flop de la fosfatidilserina y la
fosfatidiletanolamina entre las dos monocapas de lipidos. Debido a que las proteinas
de membrana se cruzan, también aumenta la viscosidad y en consecuencia su

movilidad rotacional y lateral disminuye. No obstante, su maxima inmovilizacién se
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observa cuando los hidroper6xidos de la peroxidacién lipidica promueven la
formacién de enlaces cruzados en las proteinas 100101, Ademas de esto, se inactivan los
receptores y enzimas de membrana, incrementando la permeabilidad de iones como
el Ca2+ 102, Estas alteraciones, al cambiar la flexibilidad de la membrana, pueden
repercutir sobre la deshidratacion del embrién, ya que una incorrecta reduccion de
volumen hidrico crearda la formacion de cristales intracelulares rompiendo

mecanicamente las células.

Si las células logran sobrevivir a la descongelacion, los altos niveles de peroxidacion
lipidica promoveran alteraciones de funcionalidad mitocondrial 193104 rompiendo la
cadena transportadora de electrones y formando mas O2* ~ 105, Simultdneamente la
permeabilidad de la membrana interna mitocondrial aumenta liberando citocromo c,

que activara mecanismos de apoptosis e inhibira el desarrollo embrionario 106-109,

Otro de los efectos de la peroxidacién lipidica es el cambio de composicién de los
acidos grasos. Los acidos grasos polinsaturados son por excelencia susceptibles a la
peroxidacion debido a que los radicales libres substraen un atomo de hidrégeno de un
grupo metilo (CHz2). Las dobles ligaduras son los lugares mas susceptibles a perder el
atomo de hidrégeno, por lo que en cada oxidacioén existe un reacomodo de la cadena
hidrocarbonada reduciendo el nimero de ligaduras que caracterizan a los acidos

polinsaturados, generando productos como isofuranos y aldehidos, entre otros 102110,

La apoptosis puede ser activada por diferentes vias tras el proceso de
criopreservacion. Una de ellas depende directamente de la peroxidacion lipidica, la
cual tras la externalizacion de la fosfatidilserina, induce la activacién de caspasas
suscitando la fragmentacién del ADN y por ende la apoptosis 111 Otra de las vias
involucra la oxidacion del fosfolipido cardiolipina, favoreciéndose la permeabilidad de
la membrana mitocondrial y liberacidon del citocromo c, el cual es un activador de

apoptosis 102, Una tercera ruta, se relaciona directamente con las EROs, las cuales, al
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estar en contacto con el ADN, rompen sus cadenas y modifican, eliminan o

entrecruzan sus bases 112,

No obstante, ni el 02° 7, ni H202 reaccionan con el ADN, por lo que el dafio se le ha

atribuido directamente al radical OH*. El H202 tiene la facilidad de cruzar membranas
y llegar al nucleo, que tras reaccionar con iones como hierro (Fe*) y cobre (Cu*),
forman al radical OH". Este, dada su alta reactividad e inhabilidad de desplazamiento a
distancias significativas dentro de la célula, altera quimicamente al ADN. Ademas de la
existencia natural de metales en el ADN, la hipoxia a través del aumento de Ca%*

intracelular incrementa las concentraciones de Fe*y Cu*, facilitando asi la formacion

del radical OH® 113,

Otro camino para la activacién de apoptosis implica la activaciéon de endonucleasas.
Esto sucede porque la inactivacion de la ATPasa (adenina nucleétido translocasa),
situada en la membrana mitocondrial interna facilita la acumulacién de calcio en la
matriz mitocondrial, ocasionando que el poro se abra y salga Ca2* aumentando sus
niveles en citosol. Tras aumentar la concentraciéon de calcio citoplasmatico, la
activacion de endonucleasas producira la fragmentacion del ADN conduciendo a
apoptosis 112113, Por lo tanto, cualquiera que sea la via de activacidn, la apoptosis esta

intimamente ligada al estrés oxidativo.

Algunos estudios expresan la relacion de las EROs con la apoptosis. En embriones
humanos, Yang y colaboradores 1%° mostraron que las concentraciones de H202 son
significativamente altas en embriones fragmentados comparados con los no-
fragmentados (72 vs. 31 auf, unidades arbitrarias de fluorescencia), de forma que a

mayor cantidad de EROs mayor proporcion de células apoptoticas 114,

Se ha visto que el estrés oxidativo producido durante la criopreservacion aumenta

significativamente los nucleos apoptdéticos 115, Estudios con embriones bovinos
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frescos in vivo sometidos a un proceso de cultivo para evaluar su viabilidad
manifestaron un bajo indice apopto6tico modulado por la calidad embrionaria. Es decir
que los embriones de buena calidad presentan menor numero de apoptosis mientras
que los regulares y malos tienen mas (10, 12, 27, respectivamente, 116); sin embargo,
después de la congelacion-descongelaciéon el numero de células apoptoticas
increment6 de 10 a 13 en embriones buenos y de 12 a 20 en embriones regulares
115117 Estos precedentes apoyan la idea de que las alteraciones metabdlicas y
bioquimicas producidas por el proceso de congelacion desencadenan eventos de
estrés oxidativo, repercutiendo sobre la peroxidacion lipidica y la apoptosis,

provocando posiblemente la pérdida de éxito en su subsiguiente desarrollo.

Basados en los efectos que el proceso de criopreservacion tiene sobre las células y las
diferentes caracteristicas que los embriones B. indicus y B. taurus presentan entre si,
creemos que la baja viabilidad de los embriones B. indicus post-descongelacién se
debe a las propiedades de sus GLs sobre su resistencia al enfriamiento y congelacion,
de forma que posiblemente tendran un mayor dafo celular a través de la peroxidacion
lipidica y la apoptosis. El objetivo del presente proyecto es caracterizar y comparar la
cantidad, volumen, morfologia y composicién de las GLs; asi como los niveles de EROs,
PL y apoptosis de los embriones de B. indicus y B. taurus producidos in vivo antes y

después de la congelacién de curva lenta.
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Hipotesis

Los embriones B. indicus presentaran una mayor cantidad de gotas lipidicas y
exhibirdn un mayor grado de estrés oxidativo al momento de la descongelacién

promoviendo altos niveles de peroxidacidén lipidica y muerte celular con respecto a los

B. taurus.
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Objetivos

1. Caracterizar la organizacién, tamafo (pm3), cantidad, morfologia y
composicion lipidica de las gotas lipidicas de embriones in vivo en ambas
subespecies, B. indicus y B. taurus, antes y después de la congelacidn.

2. Determinar el estrés oxidativo y dafio a través de la peroxidacién lipidica y

muerte celular pre y post congelacion.
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Para comparar la cantidad de GLs, su volumen, morfologia, composicién, niveles de
EROs, PL y apoptosis, se utilizaron morulas C1 de B. indicus y B. taurus comparando
los embriones frescos vs. congelados-descongelados, por curva lenta y en Etilenglicol.
La “N” varia por grupo por lo que en las graficas respectivas se podra leer el nimero

de embriones usados por condicion.

3.1 Obtencion de embriones B. indicusy B.
taurus

3.1.1 Razas de los embriones trabajados y ubicacién geografica de las
donadoras
Las razas de los embriones B. indicus son Brahman y Guzerat. En el caso de los
embriones B. taurus son Holstein, Suizo Americano, Hereford, Charolais y Maine
Anjou, cabe sefialar que estas tres ultimas razas corresponden a embriones

comprados en Estados Unidos.

La manipulacién del ganado se realiz6 bajo el protocolo (DC-2014-04) aprobado por
el Subcomité Institucional del Cuidado y Uso de Animales en Experimentacion de la

Universidad Nacional Auténoma de México (SICUAE-UNAM).

La ubicacion geografica de las donadoras correspondi6 a regiones donde su potencial
productivo es expresado. De esta manera, los embriones B. taurus provienen de la
region centro de México ( 20° 16’latitud norte y 98° 56’longitud oeste, altitud 2001 m
sobre el nivel del mar, temperatura promedio media anual 16.4°C, precipitacion anual
390.1mm)! y algunos embriones congelados de Estados Unidos (éstos fueron

comprados). Los embriones B. indicus proceden de la region sureste (17° 59’1atitud

! https://es.wikipedia.org/wiki/Actopan_(Hidalgo)#Geograf.C3.ADa
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norte y 92° 55’longitud oeste, altitud 10m sobre el nivel del mar, temperatura media
anual 27.1°C, precipitaciéon anual 1960.9mm)?2 y oriente de México (20° 57’latitud
norte y 97° 24’longitud oeste, altitud 10m sobre el nivel del mar, temperatura media

anual 24.9°C, precipitacion anual 1241mm)3.

3.1.2 Seleccion y dieta de donadoras
Para la seleccion de las donadoras se escogieron aquellas que no presentaran
problemas reproductivos ni alteraciones anatémicas que interfirieran con la fertilidad
(vaca repetidora, endometritis, tumores, adherencias, quistes). De uno a tres partos
(de preferencia uno), de 70 a 150 dias en produccién de leche (en el caso de las B.
taurus) y una condicién corporal 2.75 a 3 en ganado lechero y 5.5 a 6.5 en ganado de
carne 118119 pelo brilloso, sanas y alerta. Una vez seleccionadas no se movieron de
corral ni de grupo, administrandoseles selenio con vitamina E (10mg/50kg/IM, MU-
SE, Intervet Shering-Plough, USA) y vitaminas ADE (6mL/IM Vigantol ADE Fuerte,

Bayer, Alemania) al inicio y 7 dias después de la seleccidn.

La dieta de las donadoras dependi6 de cada rancho. Por lo que respecto al ganado B.
taurus, consumian una mezcla de alfalfa, maiz, pasta de soya, pasta de canola, citricos,
grasa de sobrepaso, vitaminas y minerales. Por su parte, la dieta del ganado B. indicus
se basé en las gramineas Estrella de Africa (Cynodon plectostachyus Vanderyst) e
Insurgente (Brachiaria brizantha) y leguminosas Guaje (Leucaena leucocephala), agua
y sales minerales ad libitum con lo cual cubrian sus requerimeintos de mantenimiento
para un peso promedio de 500kg 120 sin caer en eventos de desnutricion o

sobrealimentacion que comprometiera la reproduccion 121,

3.1.3 Produccion de embriones

2 https://es.wikipedia.org/wiki/Villahermosa_(Tabasco)#Clima
8 https://es.wikipedia.org/wiki/Municipio_de_Tuxpan_(Veracruz)#Clima
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El programa de sincronizacién y ovulaciéon multiple hasta la colecta de embriones tuvo
una duracion de 31 dias, tomando como dia cero el inicio de la sincronizacion. De esta
forma el dia cero, se insertd via intravaginal wun dispositivo liberador de
progesterona (1.9g, CIDR, Pfizer, USA) mas la administracion intramuscular de
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, 75mcg/IM, Dalmarelin-RH, Schiitze-
Segen, Mexico). Siete dias después, el CIDR fue retirado y al mismo tiempo se
administré prostaglandina Fza (PGF2a, 25 mg/IM, Lutalyse, Pfizer, USA),
procediéndose a la deteccion de celos 48h después. Alrededor del dia 15 un nuevo
CIDR fue implantado ademdas de la administraciéon de 17-f estradiol (15 mg/IM,
Estilbo, Syva, Espafia) y progesterona (P4, 50 mg/IM, Progesterona, Fort Dodge
Animal Health, USA). En el dia 19, el programa de ovulacién multiple inicié con la
administraciéon de dosis decrecientes de la hormona foliculo estimulante (FSH-P1,
dosis total 260mg y 360mg para B. indicus y B. taurus, respectivamente; Folltropin V®
Bioniche, Canadd) dos veces al dia por 4 dias consecutivos. El ultimo dia de la
ovulacion multiple, ademas de la inyeccién de FSH se aplicé por manana y tarde
PGF2a, retirandose el CIDR por la tarde. Los celos se esperaban para el dia 24, los
cuales una vez detectados se inseminaban las vacas a las 0, 12 y 24h con semen

congelado de la misma raza que la donadora.

Los embriones fueron colectados por el método no-quirurgico entre los dias 6 a 6.5
después de iniciado el celo, con la finalidad de obtener embriones en estadio de
desarrollo de mérulas. Una vez colectados, se buscaron y clasificaron en tres calidades
(C1, C2, y C3) segln los criterios de la Sociedad Internacional de Tecnologia de
Embriones (IETS, por sus siglas en inglés) 122 utilizando para ello microscopia

estereoscopica (Indu VU 5000 series, Wesco).
3.1.4 Congelacion, descongelacion y re-hidratacion de embriones

Para la congelacion de curva lenta, los embriones fueron puestos en etilenglicol (Vigro

Ethylene Glycol Freeze Plus w/Sucrose, Agtech, USA) durante 5min; este tiempo
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incluye el cargar los embriones a las pajillas de 0.25mL y sellarlas. Transcurridos
estos minutos, las pajillas se colocaron en la congeladora automatica (CL5500,
Cryologic Pty. Ltd., Australia), equilibrada previamente a -6°C. Después de 2min de
estabilizacion a esta temperatura, se indujo el seeding, seguido de, la congelacidn.
Antes de que la temperatura iniciara su descenso a una tasa de 0.3°C/min, el periodo
de estabilizacion post-seeding duré 10min, mismo tiempo que se esper6 una vez que
los embriones llegaron a -32°C, para después ser sumergidos directamente en

nitrogeno liquido.

Para la descongelacién, las pajillas se mantuvieron 5 seg en el aire y después se
sumergieron en bafio Maria a 30°C por 30 seg. Los embriones provenientes de
Estados Unidos se descongelaron bajo las indicaciones del proveedor, las cuales
fueron, mantener la pajilla 5 seg en el aire y sumergir después en bafio Maria a 24°C

durante 20 seg.

La rehidratacidn se llevé a cabo por un lapso de 10 minutos. Para tal fin, en una caja de
Petri de 6 pozos (Cat. D18, 6 well Dish Solution, Agtech, USA) el embrién fue
depositado en el primer pozo, transfiriéndolo inmediatamente al segundo pozo con el
minimo de crioprotector, y a su vez a un tercero que contenia 200uL de medio Holding
(Holding Vigro Plus, Vetoquinol, Canada) a 30°C o 24°C segun la temperatura de
descongelacién. Tras varios pipeteos para homogenizar el medio, el embrién fue
puesto en el siguiente pozo con 200uL de medio Holding a la temperatura del pozo
anterior y puesto a incubar (Labnet, Labnet International, Inc, Edison NJ, USA)
durante 4 minutos a 37°C. Dos cambios mas de medio Holding a 37°C fueron hechos

pero con 300puL y 400uL durante 4 y 2 minutos, respectivamente.

3.2 Determinacion de cantidad, volumen,
morfologia y composicion de las gotas
lipidicas
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3.2.1 Determinacion de cantidad y volumen
Para determinar la cantidad y el volumen de las GLs de cada embri6n se utiliz6 la
tincion fluorescente rojo de Nilo. Los embriones con la condicidn de frescos fueron
fijados inmediatamente tras la asignacion de su calidad y los embriones congelados
después de experimentar la descongelacion. La fijacion se llevo a cabo con solucion
Karnosvsky modificado (glutaraldehido al 2.5%-paraformaldehido al 1% (pH 7.2)) a
4°C por 24h y después lavados en PBS-Dulbecco (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y
tefiidos durante toda la noche en 10pg/mL de rojo de Nilo (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) protegidos de la luz. Después los embriones fueron lavados en solucién
salina fisiolégica (NaCl 0.9%) con polivinilpirrolidona (1mg/ml; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) y montados entre cubreobjetos recubiertos previamente con poli-L
lisina al 30% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) usando como medio de montaje
DAKO (Dako Noth America Inc, Carpinteria, CA, USA). Para evitar que el embrion se
deformara por el uso del cubreobjeto que recubre el embriéon y por ende se fusionaran
las gotas, el uso de éste se evito. Una vez montados, la toma de imagenes se realiz6 de
manera inmediata, debido a que con el paso del tiempo la tincion comenzaba a

difundirse en todo el embrion.

3.2.2 Adquisicion y analisis de imagenes para determinar cantidad y

volumen
Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio vertical multifoténico (Olimpus
BX61WI) perteneciente al Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada (LNMA)
utilizando un objetivo de inmersién en agua de 25X PlanN NA 1.05 W MP. La linea de
excitacion de rojo de Nilo fue de 900nm (MaiTaiDeepSea HP: 690nm-1040nm; Spectra
Physics, USA) colectando su emision en un fotomultiplicador que refleja la luz a través
de un espejo dicroico (FV10-MRG/R: DM570) y filtros de emisién de 575-630nm
(FV10-MRG/R: BA575-630). Para cada embrion, la informaciéon adquirida se registré

en un Z stack (secciones Opticas de la muestra sin necesidad de rebanar la muestra,
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donde las tres dimensiones X-Y-Z son registradas). Entre cada seccién 6ptica del eje Z

existié una separacion de 0.5um de intervalo.

Para corregir la distorsion espacial inducida por el sistema éptico conocido como
Point Spread Function (PSF), que causa una visualizacion alargada de las GLs, las
imagenes fueron deconvolucionadas (algoritmo usado para la restauracion de la
imagen degradada por el ruido y difraccion de la luz). Para eso, se utilizaron pelotitas
fluorescentes calibradas (Focal Check F36909 slide, Invitrogen, Molecular Probes,
USA) bajo las mismas condiciones que los embriones experimentales;
deconvolucionandose en el programa Image] 123 utilizando la herramienta “parallel

[terative Deconvolution” 124,

Después de que las imagenes fueron deconvolucionadas, con el propdsito de mejorar
la relacion sefial-ruido (SNR, Signal to Noise Ratio), se aplicé sobre las imagenes un
filtro de ruido Gaussiano (o normal, con un radio Kernel de 0.5 au (unidades

arbitrarias) 12> y ecualizacién de niveles de grises.

Para cuantificar y medir el volumen de cada GL, las imagenes se analizaron mediante
un programa de segmentacion semi-automatizado (desarrollado especificamente para
estas imagenes por el LNMA), que permite la seleccién de cada gota de manera
individual. Este programa ofrece una vista ortogonal, de forma que al seleccionarse
cada una de las gotas, su visualizacion en los planos X, Y y Z permite identificar si la
gota es individual o forma parte de algin grupo de gotas, procediendo a su
segmentacion. Después de la segmentacion los pardmetros geométricos son
desplegados obteniéndose el volumen en pm3. Los datos obtenidos como el niumero y
volumen de cada gota fueron ordenados y analizados. Para evitar la variacion
individual de tamafio de cada embridn, es decir, que un embrion grande tuviera
obviamente mas gotas que uno chico, el numero de gotas fueron normalizadas al

volumen de cada embrion. Para la normalizacion se dividié el numero total de gotas
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entre el volumen de cada embridn, expresandose de primera instancia los valores en
numero de gotas por micra cubica (#GLs/um3); sin embargo, para una mejor
compresion los valores se expresaron en porcentaje. El volumen del embrién fue
calculado utilizando la formula V = 4/3nr3 (Ziebe, 2014). Para esto, el diametro de
s6lo la masa embrionaria fue medido (la zona pelucida no se toma en cuenta),
introduciendo el valor de radio a la formula. Con respecto a la variable volumen, ésta

no se normalizo.

3.2.3 Determinacion de morfologia y composicion
Para determinar la morfologia y composicién (saturada o insaturada) los embriones
fueron procesados para microscopia electronica de transmisién y fotografiados en su
totalidad al nivel del corte (en promedio 30 células por embridén). Para evitar pérdida
de informacién por las barras en las rejillas de soporte, se utilizé la rejilla de un solo

agujero.

3.2.4 Procesamiento de embriones para microscopia electronica de

transmision
Primeramente, los embriones se fijaron por inmersion en fijador Karnosvky
modificado (glutaraldehido al 2.5%-paraformaldehido al 1% (pH 7.2)) a 4°C por 24h.
Posteriormente se lavaron en solucion amortiguadora a base de cacodilato de sodio
(0.1M, pH 7.4), seguido de la post-fijacion con tetréxido de osmio (0sO4) al 1%
durante 1h. La deshidratacién se realiz6 en concentraciones ascendentes (70, 80, 90,
95 y 100%) de alcohol etilico con intervalos de 20 minutos en cada una. La infiltracién
se hizo con EPON812 (Pelco Internacional, México), colocando primeramente los
embriones en acetonitrilo, con dos cambios de 20min, y después en diluciones de
resina 1:1 (acetonitrilo: EPON812) y 2:1 cada una con un tiempo de 1h. En el tltimo
paso, los embriones se pusieron en moldes con EPON812 puro por 24h a temperatura

ambiente y posteriormente polarizados en una estufa a 60°C por 24h.
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El siguiente paso, fue realizar los cortes semifinos de 1pum los cuales tenian la finalidad
de determinar el nivel de corte para los finos (50-70nm), ambos tipos de cortes fueron
hechos en un ultramicrétomo (Leica). Los primeros fueron tefiidos con azul de
Toluidina al 0.5% y los segundos contrastados con acetato de uranilo y citrato de
plomo, para después ser montados en rejillas de un solo agujero y observados bajo

microscopia electrdnica de transmisién (Jeol, 1200 EXII).

3.2.5 Anadlisis de imagenes de morfologia y composiciéon de las gotas
lipidicas
La morfologia de las GLs fue clasificada como craquelada (presencia de grietas en la
superficie de la GL) y homogénea. La cuantificacion se llevé por célula y por embridn.
La cantidad de cada uno de los tipos morfolégicos se normalizo al area citoplasmatica

de cada imagen.

La composicion de las GLs (saturadas o insaturadas), fue estimada sobre las imagenes
de MET, esto tomando en consideraciéon que el OsO4 se reduce a diéxido de osmio
(0s02) negro por las dobles ligaduras de los lipidos, confiriéndole electro densidad al
espécimen 8% Fujimoto y colaboradores 12¢ describen que una alta electro densidad es
representada por lo acidos grasos insaturados, mientras que una baja electro
densidad corresponde a la presencia de acidos grasos saturados. Para cuantificar la
electro densidad, se utilizaron imagenes de 8-bits en una escala de grises, donde el
color negro representa alta electro densidad y tiene un valor de Oau y el blanco
representa poca electro densidad con un valor asignado de 255au. Con estos valores
establecidos, la electro densidad de las GLs fue determinada. Para ello, se dibuj6é un
ROI (Region of Interest) dentro de la superficie de la GL evitando las grietas blancas
que se observan en las gotas craqueladas y por medio del programa Image] se calcula
el promedio de grises que estd dentro del ROI. Después, debido a las posibles
diferencias de electro densidad por el procedimiento de contraste, las mediciones se

normalizaron al promedio de grises del citoplasma de cada célula, restando este valor
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al de la GL. De esta manera, las gotas que presentaran valores cercanos a 255au
(blanco) corresponden a gotas de composicion saturada mientras que aquellas con
valores aproximados al Oau (negro) representan una composicion de acidos grasos
insaturados. Como control de estas mediciones, dos puntos de referencia en cada
imagen fueron tomados, para el blanco (255au) se tom6 un area de la resina y para el

negro algun precipitado o la propia rejilla, ello segtin la imagen lo permitiera.

3.3 Determinacion de especies reactivas de
oxigeno, peroxidacion lipidica y apoptosis

3.3.1 Determinacion de especies reactivas de oxigeno
Para determinar la cantidad de EROs que poseen los embriones de ambas subespecies
antes y después de la congelacidn, los embriones, se incubaron a 37°C en una molécula
pro-fluorescente (CellRox Green, Invitrogen Molecular Probes, USA), que al ser
oxidada por EROs emite fluorescencia, la cual podemos medir en auf. Los embriones
experimentales, ya sea frescos o recién descongelados-rehidratados, se incubaron
(Labnet International, Inc, Edison NJ, USA) en 200 pL de CellRox Green a 5 uM en
medio Holding a 37°C por 30min protegidos de la luz. Pasado ese tiempo, los
embriones se lavaron dos veces en gotas de medio Holding a 37°C y se fijaron en
paraformaldehido (PFA, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) al 4% a temperatura
ambiente por 15 min. Se enjuagaron tres veces en gotas de D-PBS (Sigma-Aldrich,
St.Louis, MO, USA) con polivinilpirrolidona (PVP, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)
como surfactante (1mg/mL) y se tifieron los nucleos con DAPI (Invitrogen, Molecular
Probes, USA) durante 15 min. De nuevo se lavaron tres veces en gotas de D-PBS/PVP y
se montaron entre cubreobjetos previamente preparados con Poli-L-lisina (Sigma-
Aldrich, St.Louis, MO, USA) al 30% utilizando 15 pL de medio de montaje Dako (Dako

Noth America Inc, Carpinteria, CA, USA). La adquisicién de imagenes se realizé dentro
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de las primeras 24h en que los embriones fueron incubados en CellRox Green ya que

de no hacerlo las muestras perdian su fluorescencia.

Debido a que los embriones tienen altos niveles de autofluorescencia comparado con
otros tipos celulares 127, se prepararon dos embriones controles negativos por cada
tratamiento (frescos y congelados-descongelados) y por subespecie. La metodologia
utilizada fue la misma que para los embriones experimentales a excepcion del uso del

CellRox Green.

Con la finalidad de fijar los parametros de adquisicién de imagenes bajo microscopia
confocal, se procesaron dos embriones controles positivos por cada tratamiento y
subespecie. La metodologia utilizada fue la misma descrita para los experimentales,
mas la previa incubacién (37°C, 30 min) en 100 uM de hidréperoxido de cumeno

como agente oxidante 128, antes de la adicién de CellRox Green.

3.3.2 Determinacion de luxes provenientes del microscopio

estereoscopico
Debido a que la luz de los microscopios afecta la produccién de EROs y por ende la
viabilidad 122139, fue necesario determinar la cantidad de luz incidente (iluminancia,
Ix) en los embriones como control de calidad. Para eso, se caracterizo el espectro de
luz de la fuente luminica mediante un espectrofotometro (Ocean Optics Hr4000) en
los 4 niveles de intensidad de luz que el microscopio estereoscopio presentaba, asi
mismo la cantidad de energia (potencia) asociada a cada una de las longitudes de
onda determinadas (500, 550, 600, 620, 625nm) a través de un potenciémetro
(Coherent, LabMaster Ultima). La potencia fue obtenida en watts (W) unidad del
sistema radiométrico por lo que tuvo que ser convertida a lux (I1x) unidad fotométrica.
Para dicha conversién se utiliz6 la formula LX= (1/factor*V) * (W/A). Donde Ix =lux,
factor = factor de conversion especifico para cada longitud de onda (Cuadro 1), V=

factor de ajuste Gaussiano, W= watts, A= area del detector del potenciémetro
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expresado en m2. Dicha conversién se realizé con el programa Photopic2 en la
plataforma de MATLAB. Encontramos que el espectro de luz del foco del microscopio
oscilo6 de 500 a 625nm presentando en el primer nivel del microscopio una
iluminancia de 424 1x, el segundo nivel de 1104 Ix, el tercer nivel de 1999 Ix y el
cuarto, siendo el nivel maximo, de 3249 Ix. Estos datos corresponden a parametros

bien tolerados por los embriones 130131,

3.3.3 Determinacion de peroxidacion lipidica
La habilidad de los embriones para oxidar lipidos antes y después de la congelaciéon
fue detectada mediante el uso del kit Click-iT LAA (Invitrogen Molecular Probes, USA).
El &cido linoleico modificado con alquino (LAA), que forma parte del Kkit, se incorpora
a las membranas celulares que tras su oxidacion produce hidroperoéxidos, los cuales se
propagardn dependiendo de la proporciéon de proteinas en la membrana 19%
modificandose las cadenas laterales nucleéfilas de las proteinas, las cuales son
identificadas por fluorescencia. Para tal identificacién, los embriones frescos y
descongelados-rehidratados fueron primeramente incubados en 200 pL de medio
Holding con una concentraciéon de 50 uM de acido linoleico modificado-alquino (LAA)
a 37°C durante 15min, después se lavaron 3 veces en gotas de Holding a 37°C y se
fijaron en PFA 4% por 15min a temperatura ambiente. Después se lavaron 3 veces en
D-PBS/PVP y se permeabilizaron en triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)
0.5% en PBS por 10 min a temperatura ambiente; para detener la permeabilizacion se
pasaron a BSA 1% por 30min. Se preparo el coctel de reaccidn del kit incubando los
embriones por 30min a temperatura ambiente protegidos de la luz. Se removio el
cocktail y se enjuagaron los embriones de nuevo en BSA 1% dos veces y después en D-
PBS/PVP, se tifieron los nucleos con DAPI por 15 min y se montaron entre dos
cubreobjetos previamente preparados con Poli-L-lisina 30% utilizando medio de

montaje Dako.

Para conocer los valores de autofluorescencia se prepararon embriones controles
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negativos los cuales llevan todo el procedimiento descrito a excepcion de la adicién de
acido linoleico. Por otra parte, para fijar los valores de maxima fluorescencia y ajustar
los parametros de adquisicion en el microscopio confocal, se dispusieron embriones
como controles positivos, los cuales ademas de la adicion del acido linoleico fueron
sometidos a oxidacion utilizando hidroperéxido de cumeno a una concentraciéon 100

uM 37°C por 30 min protegidos de la luz.

3.3.4 Determinacion de apoptosis
Para detectar la muerte celular programada se utilizé la prueba TUNEL, TdT dUTP
Nick End Labelling (Versiéon 11, In Situ Cell Death Detection kit, Roche Molecular
Systems Inc.Pleasanton, CA, USA). Esta técnica tiene como objetivo detectar la rotura
de las cadenas del DNA mediante la adiciéon del nucle6tido marcado desoxiuridina
trifosfato (dUTP) al fragmento roto de la cadena del DNA por medio de la enzima
Terminal deoxinucleotidil Transferasa (TdT). Para tal fin, los embriones frescos o
recién descongelados-rehidratados se fijaron en PFA 4% por 60min a temperatura
ambiente, seguido de lavados en gotas de PBS/PVP, y permeabilizados por inmersién
en 200uL de 0.1% Tritén X-100/ 0.1% citrato de sodio (Sigma-Aldrich, USA) pH 7.4
durante 30min en hielo. El siguiente paso, involucré la incubacién de los embriones a
37°C por 60 minutos en una atmodsfera himeda y protegidos de la luz en fluoresceina
dUTP y TdT. Finalmente se enjuagaron en PBS/PVP contrastandose los nucleos con
DAPI por 15min, se enjuagaron de nuevo en PBS/PVP y se montaron entre
cubreobjetos previamente preparados con poli-L-lisina 30% utilizando medio de
montaje Dako. Para vigilar la calidad de la técnica se usaron embriones controles
negativos y positivos. Los primeros llevaron todo el procedimiento omitiendo la
enzima transferasa (TdT). Los segundos, fueron incubados 10min antes de TUNEL en
DNAasa | recombinante (1000U/mL) a temperatura ambiente, para inducir el

rompimiento de las cadenas de DNA.
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3.4 Adquisicion y analisis de imagenes para
detectar especies reactivas de oxigeno,
peroxidacion lipidica y apoptosis

3.4.1 Adquisicion de imagenes
Los parametros de adquisiciéon fueron uniformes en todos los embriones de cada
técnica y se establecieron con base al control positivo de la subespecie que registrara
mayor intensidad de fluorescencia, en este caso fueron los embriones de tipo B.
indicus congelados. La adquisicién de imagenes se realiz6 en un microscopio confocal
(Leica TCS SP8, Alemania) con un objetivo HC PL Fluotar 20X/0.50 seco perteneciente
a la Unidad de Imagenologia Cuantitativa (UnlCua) de la Facultad de Ciencias UNAM.
Para la deteccién de EROs, PL y apoptosis se us6 la linea del laser diodo 488nm con
una excitacion/emisiéon 485/520nm, 488/519nm y 450-500/515-565nm,
respectivamente. Para DAPI la linea de laser 405nm con una excitacion/emisiéon de
359/461nm. La imagenes fueron adquiridas con el software Leica application suite X
(LAS X) donde cada canal (luz transmitida, DAPI, y el respectivo de cada técnica) fue
tomado por separado en los ejes X, Y, y Z juntandose en una composicion y

guardandose las imagenes en formato tipo TIF.

3.4.2 Analisis de imagenes
Para la cuantificacion de intensidad de fluorescencia de las imagenes
correspondientes a EROs y PL (valor promedio de grises), asi como el conteo de
células positivas a TUNEL se uso6 el programa Fiji is Just Image] (https://fiji.sc/). En
las primeras dos metodologias, el merge de las imagenes fue disociado en los tres
canales que lo constituyen (imagen de luz transmitida, DAPI y EROs/PL/apoptosis).
El canal de interés (EROs/PL/apoptosis) se convirti6 en una imagen de maxima
intensidad sobre la cual cada célula fue delimitada como un ROI; calculandose el valor

promedio de grises sobre la imagen (8 bits). A cada valor calculado, se le resto el
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promedio, de 4 puntos de fondo; con lo que se obtuvo la intensidad de fluorescencia
por embrion. Mas aun, con la finalidad de eliminar la autofluorescencia presente en
los embriones, al resultado total por embrién, se le resto el promedio de la

fluorescencia basal evaluada en los controles negativos (Figura 1.).

Para el analisis de las imagenes de apoptosis se contabilizaron los nucleos positivos a

TUNEL.

3.4.3 Analisis estadistico para cantidad, volumen, morfologia,
composicion, EROs, PL y apoptosis
El nimero de gotas lipidicas fue evaluado en proporciones de gotas individuales, en
grupo y porcentaje de grupos por rango de niimero de gotas, es decir grupos de 2-3, 4-
6, 7-9 y >9 GLs. Asi mismo, la morfologia, composicién, niveles de EROs, PL y
apoptosis fueron evaluadas mediante la prueba paramétrica t no pareada con una

P<0.05.

En relacion al volumen individual de las GLs y en grupo por rango de gotas (2-3, 4-6,
7-9y >9 GLs) la prueba ANOVA de una via con comparacion de medias por TUKEY fue

utilizada.

Para saber si las variables volumen de GLs se correlacionaba con EROs y PL, asi como
el numero de grupos de GLs con EROs, el coeficiente de correlacion de Pearson (r) fue
obtenido. Estos analisis de ejecutaron en el programa GraphPad Prism version 6.00

para Windows (GraphPad Software, La jolla California, USA, www.graphpad.com).
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Cuadro 1. Factores de conversién para diferentes longitudes de onda
(A). En la primera columna se observan las diferentes longitudes de onda
en nanoémetros (nm) y en la segunda los factores de conversién en
unidades de lumen por watt (Im/W.

A (nm) Factor de conversion (Im/W)
380 0.027
390 0.082
400 0.270
410 0.826
420 2.732
430 7.923
440 15.709
450 25.954
460 40.980
470 62.139
480 94951
490 142.078
500 220.609
507 303.464
510 343.549
520 484.930
530 588.746
540 651.582
550 679.551
555 683.000
560 679.585
570 650.216
580 594.210
590 517.031
600 430.973
610 343.549
620 260.223
625 200.223
630 180.995
640 119.525
650 73.081
660 41.663
670 21.856
680 11.611
690 5.607
700 2.802
710 1.428
720 0.715
730 0.355
740 0.170
750 0.082
760 0.041

-39 -



Capitulo 3. Material y Métodos

l B. indicus B. taurus

30

N
o

(auf)

10

Intensidad de fluorescencia

- -
(= N

o
(3]

Fluorescence intensity (auf)

0.0

Fresh Frozen-Thawed

Figura 1. Fluorescencia basal de embriones controles negativos. A) Representacion grafica de los niveles de autofluorescencia
para la determinacién de EROs. N=1 embrion por condicién. B) Representacion grafica de los niveles de autofluorescencia para la
determinaciéon de PL. N= 2 embriones por condicion.
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4.1 Cantidad y volumen de gotas lipidicas

Debido a la organizacion que las GLs presentan, su cuantificacion y medida se dividié
en dos tipos: individual y en grupos (Figura 2 A-D). Aunque en ambas subespecies la
organizacion individual es predominante, los embriones B. taurus muestran una
mayor proporcién de gotas individuales (76 vs. 66%; P<0.05) y los B. indicus de
grupos (34 vs. 24%, P<0.05) (Figura 2 E). Después del proceso de congelacion-
descongelacién, observamos que la organizacién de las GLs presenta tendencias
inversas entre subespecies; las gotas individuales aumentan en los embriones B.
indicus (de 66 a 67%, NS) y disminuyen en los B. taurus (de 76 a 70%, NS). De igual
manera los grupos de gotas, disminuyen en B. indicus (de 34 a 33%, NS) y aumentan
en B. taurus (de 24 a 30%, NS) (Figura 2 E). A pesar de que los grupos de gotas son
minoritarios en ambas subespecies, ocupan el mayor volumen en el embrién (86%,

P<0.05) (Figura 2 F).

De las caracteristicas que conforman a los grupos de GLs - numero de gotas (2-3, 4-6,
7-9 y >9 GLs por grupo), incidencia (%) y volumen (um3) - en ambas subespecies
predominaron los grupos conformados por 2-3 GLs, aunque en embriones frescos B.
taurus hay una mayor incidencia (63 vs. 54%, P<0.05). Después del proceso de
congelacidon-descongelaciéon la proporcion de los grupos de gotas en B. taurus
disminuye de 63 a 50% (P<0.05) mientras que en los embriones B. indicus hubo un

aumento de 54 a 62% (P<0.05).

De igual forma se observaron diferencias importantes en los grupos de >9 GLs entre
ambas subespecies. En embriones frescos la incidencia de este tipo de grupos es
predominante en los embriones B. indicus (11 vs. 2%, P<0.05%), pero después del
proceso de congelacion-descongelacion los grupos de GLs de B. indicus disminuyeron
de 11 a 5% (P<0.05) y los de B. taurus aumentaron de 2 a 7% (P<0.05). Cabe

mencionar que este tipo de grupos de gotas en la subespecie B. indicus, llegan a tener
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hasta 36GLs, mientras que los de B. taurus no sobrepasan las 12 gotas. No se
encontraron diferencias entre subespecies o condiciéon en los grupos de gotas

conformados por 4-6 y 7-9 GLs (Figura 3 A-B).

Debido a su inferior calidad, los embriones C2 - tanto frescos como criopreservados -
tienen una mayor tendencia a acumular sus GLs en forma de grupos, por lo que las
proporciones diferenciales entre subespecies se observan mucho mas marcadas que
en los embriones C1 (Figura 4 A). En los embriones C2, los grupos de 2-3 GLs que
predominan substancialmente en los embriones frescos de B. taurus (68 vs. 39%,
P<0.05), aumentan en ambas subespecies después de la descongelacién (B. taurus de
68 a 77%; B. indicus de 39 a 55%, P<0.05). Por el contrario, los grupos de 7-9 y >9 GLs
que son mas numerosos en embriones frescos B. indicus (7-9 GLs: 12 vs. 3%; >9 GLs:
18 vs. 0.48%, P<0.05), disminuyen después del proceso de congelacion-
descongelacion observandose diferencias estadisticamente significativas solamente
en los grupos de >9 GLs de 18 a 6% (P<0.05) en B. indicus y en B. taurus ni siquiera se

presenta formacion de grupos de gotas (Figura 4 B-C).

Respecto al volumen total de los grupos de GLs (suma total del volumen de cada GL
que conforma el grupo), aunque so6lo existen diferencias significativas en los grupos
de 4-6 GLs entre B. indicus y B. taurus (299 pm3 + 16.09 vs. 207 pm3 + 17.28, P<0.05)
se puede identificar esta misma tendencia en los otros tipos de grupos: de 2-3 GLs:
155 pm3 + 7.13 vs. 146.7 um3 * 8.70 (NS); de 7-9 GLs: 600 um3 + 57.28 vs. 527 pm3 +
105.6, (NS); y de >9 GLs 813 pm3 = 80.08 vs. 637um?3 + 132 (NS) (Figura 3 Ay C).

Posterior al proceso de congelacién-descongelacion (CD), los grupos de 2-3 GLs en B.
indicus (155 pm3 * 7.139 en fresco vs. 118 pm3 + 4.587 post-CD, P<0.05) y de 4-6 GLs
en B. taurus (207pm3 + 17.28 vs. 249 ym3 + 11.1, P<0.05) muestran un cambio de
volumen estadisticamente significativo. Esta tendencia de disminuciéon de volumen

(alrededor de 37 um3) en B. indicus y de incremento en B. taurus (alrededor de 42
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um3) se puede observar en todos los rangos de gotas de los grupos aunque no es
significativa (Figura 3 Ay C).

La evaluacién del volumen de las GLs individuales revela que las gotas de embriones
frescos B. indicus son 1.38 veces mas grandes que las de B. taurus (47 um3 = 0.79 vs. 34
um3 + 0.71, P<0.05) y que el proceso de congelacion-descongelaciéon reduce el
volumen en ambos biotipos embrionarios, ocurriendo el cambio mas drastico en B.
indicus (de 47 pm3 + 0.79 a 21 um3 £ 0.32, P<0.05; B. taurus de 34 pm3 + 0.71 a 28 pm?3
+ 0.37, P<0.05) (Figura 5).
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Figura 2. Organizacion y distribucion de las GLs en el embrion. Imagenes de embriones frescos B. indicus y B. taurus con
microscopia multifotonica (A y B, respectivamente) y con microscopia electrénica (C y D). En todas las imagenes se muestran
gotas en forma individual (cuadrados amarillos) y en grupos (circulos verdes). El anlisis cuantitativo y volumétrico que las gotas
ocupan en el embrién se aprecia en las graficas E y F. (E) Distribucion de las GLs. Grafica de barras apiladas que compara el
porcentaje de gotas individuales y en grupo entre subespecies y tratamientos. El nimero total de GLs por embrién fue
normalizado al volumen de cada mérula. (F) Volumen que las gotas ocupan en el embridn. Grafica de barras apiladas que
compara los porcentajes de volumen que las gotas individuales y en grupo ocupan en el embrién en ambas subespecies y
tratamientos. El volumen de cada GL fue normalizado al volumen de cada embrién. Ambos andlisis utilizaron la prueba t
paramétrica no pareada. Asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas P<0.05. En la grafica F, las diferencias
significativas son dentro de la misma columna. La N en cada subespecie y tratamiento fue de 6.
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Figura 3. Comparacion de las principales caracteristicas de organizacion de los grupos de gotas entre embriones B. indicus
y B. taurus. (A) La grafica 3D muestra la relacion entre la incidencia (porcentaje de cada tipo de grupo de GLs), volumen (um?3) y
numero de gotas que conforman cada grupo. La linea solida indica la incidencia y volumen de los grupos de gotas, mientras que la
linea punteada representa los cambios de volumen a través de los diferentes tipos de grupos. C1= embriones calidad 1, F=fresco,
CD=congelado-descongelado. (B) El cuadro muestra los datos de incidencia de la gafica y (C y D) Representan los datos de
incidencia y volumen, respectivamente, de la grafica A. Para el andlisis de incidencia se utilizé la prueba t paramétrica no pareada
y para el volumen la prueba ANOVA de una via con comparacién de medias por TUKEY. Mismas letras denotan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) entre la variable incidencia. La N en cada subespecie y tratamiento fue de 6.
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Figura 4. Distribuciéon y comparacién de las principales caracteristicas de organizaciéon de los grupos de gotas de
embriones C2 B. indicus y B. taurus. (A) Distribucion de las GLs individuales y en grupo de embriones C2. Grafica de barras
apiladas, que compara el porcentaje de cada tipo de organizacion de las GLs entre subespecies y tratamientos. El nimero total de
GLs por embrién fue normalizado al volumen de cada mérula. El andlisis estadistico se realizé con la prueba t paramétrica no
pareada. Asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas P<0.05. (B) Comparacion de las principales caracteristicas
de organizacién de los grupos de gotas entre embriones C2 B. indicus y B. taurus. La grafica 3D muestra el comportamiento de los
grupos de GLs de embriones C2 en cada subespecie antes y después de la congelacién. La linea solida indica incidencia y volumen
de los grupos de GLs, y la linea punteada representa los cambios de volumen a través de los diferentes tipos de grupos. (Cy D)
Representan los datos de incidencia y volumen, respectivamente de la grafica B. Para el andlisis de incidencia se utilizé la prueba t
parameétrica no pareada, y para el volumen la prueba ANOVA de una via con comparacién de medias por TUKEY. Mismas letras
denotan diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre la variable incidencia. La N en cada subespecie y tratamiento
fue de 3. C2= embriones calidad 2. F=fresco, CD=congelado-descongelado.
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Figura 5. Comparacién del volumen de las GLs individuales. La grafica de barras muestra el volumen de las GLs individuales
entre embriones B. indicus y B. taurus antes y después de la criopreservacion. Para el andlisis estadistico del volumen se ocupd la
prueba ANOVA de una via con comparaciéon de medias por TUKEY. Las barras denotan media + SEM. Asteriscos denotan
diferencias estadisticamente significativas P<0.05. La N en cada subespecie y tratamiento fue de 6.
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4.2 Morfologia y composicion (saturada o
insaturada) de las gotas lipidicas

El andlisis de las GLs por MET nos permitié observar dos tipos de morfologia
diferentes, a los que denominamos craquelada y homogénea (Figura 6. A-B). Las gotas
craqueladas presentan “grietas” (espacios blancos) sobre su superficie y en algunas
incluso pierden su forma. Las gotas homogéneas tienen una superficie totalmente
“lisa”. Los dos tipos morfolégicos fueron identificados en ambas subespecies, tanto en
embriones frescos como criopreservados (Figura 6 C-F).

En embriones frescos las proporciones entre gotas craqueladas (33% en B. indicus vs.
35% en B. taurus, NS) y homogéneas (67% en B. indicus vs. 65% B. taurus, NS) no
varian de una subespecie a otra. Sin embargo, después del proceso de congelaciéon-
descongelacién el porcentaje de gotas craqueladas aumenta significativamente en B.

indicus (de 33 a 62%, P<0.05) pero no en B. taurus (de 35 a 34%, NS) (Figura 6 G).

Los resultados del analisis de composicidn de las GLs indican diferencias entre ambas
subespecies. La electro densidad relativa de las gotas en embriones B. indicus es
significativamente mayor que la de las gotas en B. taurus (24 + 1.34 au vs. 14 + 0.91 au,
respectivamente, P<0.05). En una escala de grises, los valores extremos van de 250-0
au, donde el 250 representa baja electro densidad o bien acidos grasos saturados
mientras que el cero denota alta electro densidad relativa o acidos grasos insaturados.
Por lo tanto, al poseer las GLs de los embriones B. indicus un valor diferencialmente
superior al de las gotas B. taurus, la composicién de los B. indicus corresponde a los
acidos grasos saturados, mientras que el de B. taurus a acidos grasos insaturados.
Después del proceso de congelacion-descongelacién se detect6 un aumento de electro
densidad relativa en ambas subespecies (B. indicus 33 au + 2.582 vs. B. taurus 17 au +

1.27, P<0.05) inclindndose hacia valores de acidos grasos saturados (Figura 6 H).
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Figura 6. Morfologia y composiciéon de las GLs. Imagenes de microscopia electronica de transmision. (A) Gota craquelada
(X5000); (B) gota homogénea (X5000); (C) B. indicus fresco (X600); (D) B. taurus fresco (X600); (E) B. indicus congelado-
descongelado (X500); (F) B. taurus congelado-descongelado (X600); N= nucleo, flecha= mitocondria, C= gota craquelada, H= gota
homogénea, AB= cuerpos apoptéticos. (G) Efecto de la criopreservacién sobre la morfologia. Grafica de barras apiladas que
muestra la comparacién entre los porcentajes de cada tipo de morfologia en embriones frescos versus congelado-descongelado
en ambas subespecies. Los asteriscos denotan diferencias significativas de P<0.05. (H) Composicion lipidica de gotas B. indicus y
B. taurus. Grafica de barras que muestra las diferencias en electro densidad relativa entre gotas de embriones B. indicus y B.
taurus donde los valores cercanos al 0 au denotan acidos grasos insaturados y valores inclinados a 254 au acidos grasos
saturados. Ambos andlisis se realizaron mediante la prueba t paramétrica no pareada. Las barras denotan media + SEM. Letras
diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas P<0.05. La N en cada subespecie y tratamiento fue de 5 embriones.
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4.3 Especies reactivas de oxigeno

El incremento desbalanceado de las EROs en embriones dafia proteinas, lipidos
(peroxidacion lipidica) y acidos nucleicos (apoptosis) ocasionando la pérdida de su
capacidad de implantacion. Debido a esto la mediciéon comparativa de EROs entre
embriones B. indicus y B. taurus resulta trascendental. Empleando el método descrito,
encontramos que los embriones B. indicus tienen niveles significativamente mayores
de EROs que los embriones B. taurus, tanto en fresco (14.32 + 1.41 auf vs. 8.07 +1.15
auf, P<0.05) como después del proceso de congelacion (20.91 + 1.21 auf vs. 14.39 +
0.58 auf, P>0.05).

Cabe destacar que a el proceso de congelacion-descongelacion afect6 tanto a B. indicus
como a B. taurus viéndose un incremento promedio de 6.5 y 6.3 auf, respectivamente
(Figura 7 A-E). Antes de la congelaciéon los embriones B. indicus tenian un nivel inicial
de EROs mayor que B. taurus y esta tendencia se mantiene después de la congelacion,

teniendo B. indicus 1.45 auf méas que los embriones B. taurus.

4.4 Peroxidacion lipidica y Numero de nucleos
positivos a TUNEL

Para determinar el dafio oxidativo se emplearon dos aproximaciones: la
cuantificacion de la peroxidacion lipidica (con un kit) y la técnica de TUNEL, que nos
permite cuantificar la cantidad de nucleos apoptoticos. Contrario a lo que se esperaba,
lo embriones frescos B. indicus tienen menos PL en comparacién con los B. taurus
(2.467 auf + 0.1487 vs. 4.201 auf + 0.5182, P<0.05), pero post-descongelacion tienen
4.34 veces mas (51.45 + 5.523 auf vs. 11.85 * 2.887 auf, P<0.05). Asi, la diferencia de
peroxidaciéon lipidica entre la condicion de frescos vs. congelados es

significativamente mayor B. indicus (Figura 8. A-E).
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El nimero de ntcleos positivos a Tunel es significativamente mayor en los embriones
B. indicus en comparacion con los B. taurus tanto en fresco (8.286 + 0.8081 vs. 1 +
0.5774, P<0.05) como descongelados (9.75 £ 1.031 vs. 5.5 £ 1.15, P<0.05). Obsérvese
que el efecto congelacion-descongelaciéon aumenta el nimero de nicleos apoptoticos
en ambos biotipos embrionarios (de 8.286 + 0.8081 a 10.71 * 0.4206 en B. indicus,
P<0.05;yde 1 £0.5774 a 5.5 £ 1.15 en B. taurus, P<0.05) (Figura 9. A-E).

4.5 Correlacion del volumen y numero de
grupos de gotas con EROs y PL

Al correlacionar el volumen de las GLs y el ndmero de grupos de GLs con EROs se
encontrd una r positiva significante de 0.73, lo cual indica que a mayor volumen y
cantidad de grupos mayor cantidad de EROs. Por otro lado, con respecto a la PL se
encontr6 una r negativa significante de -0.60 (con respecto al volumen de las GLs) y -
0.78 (con respecto al nimero de grupos), lo cual indica que a mayor volumen de las

GLs y nimero de grupos de gotas menor PL.
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Figura 7. Comparacion de niveles de especies reactivas de oxigeno entre embriones B. indicus y B. taurus antes y después de
la congelacion. (A-D) Iméagenes de microscopia confocal, en verde se muestra la oxidacién de un sensor sensible a EROs y en azul
los nucleos. (E) Representacion grafica de los niveles de EROs. Las barras denotan media + SEM. En el analisis estadistico se
utilizé la prueba t paramétrica no pareada. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas entre
columnas P<0.05. La N para embriones B. taurus congelados-descongelados es de 7. Para el resto es de 6.
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Figura 8. Comparacion de niveles de peroxidacion lipidica entre embriones B. indicus y B. taurus antes y después de la
congelacion. (A-D) Imagenes de microscopia confocal, en verde peroxidacion lipidica y en azul los ntcleos. (E) Representacion
grafica de los niveles de peroxidacién lipidica. Las barras denotan media + SEM. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas entre columnas P<0.05. Prueba estadistica t no pareada. La N en B. indicus fresco es de 6, en B.
taurus frescos y B. indicus congelado-descongelado de 8 y B. taurus congelado-descongelado de 7.
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Figura 9. Niicleos positivos a la prueba de TUNEL entre embriones B. indicus y B. taurus antes y después de la congelacion.
(A-D) Imégenes de microscopia confocal, las cabezas de flecha ejemplifican los nucleos positivos a TUNEL. (E) Representacion
grafica del nimero de ntcleos apoptéticos. Las barras denotan media + SEM. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas entre columnas P<0.05. Prueba estadistica t no pareada. La N para B. taurus congelado-
descongelado es de 8, el resto presenta una N de 7 embriones.
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5.1 Gotas lipidicas

En este trabajo el empleo de microscopia multifotonica y el analisis ad hoc de
imagenes nos permitio realizar una caracterizacion detallada de las propiedades de
las gotas lipidicas y establecer diferencias importantes entre los embriones de B.
indicus y B. taurus antes y después del proceso de congelacion. Nuestros resultados
demuestran que las GLs de B. indicus y B. taurus son diferentes en su organizacion
(individual y en grupos), proporcion, volumen y composicion. A pesar de que en
ambos biotipos embrionarios las GLs individuales superan en niimero a las gotas en
grupos, el mayor volumen embrionario (86%) lo ocupan los grupos de gotas. Después
del proceso de congelacidon-descongelacidn las gotas en grupo experimentan cambios
de proporcidn, tamafio, morfologia y composiciéon de forma inversa entre subespecies.
Dadas estas observaciones se puede inferir que la baja crio-viabilidad que caracteriza

a los embriones B. indicus se debe a las caracteristicas de las gotas en grupos.

Existen diversos estudios contradictorios sobre la cantidad total de GLs en B. indicus 'y
B. taurus. Las diferencias podrian deberse a que los trabajos, realizados en ovocitos de
ambas subespecies, emplean técnicas diferentes. Ballard y colaboradores 326
concluyeron que en los ovocitos de B. indicus hay un alto contenido lipidico
empleando técnicas de densidad de flotacion y tincion lipofilica por microscopia
epifluorescente. Por el contrario, Visintin y colaboradores 22 concluyeron que los
embriones de B. taurus tienen un mayor numero y tamafio de GLs empleando
microscopia electrénica de transmision. Ambos tipos de microscopia tienen limitantes
opticas que podrian interferir en los resultados. A pesar de que la microscopia
electrénica de transmision permite observar estructuras con una resolucion de entre
0.14 y 0.23 nm, las gotas lipidicas pequefias entre 70 y 100 nm de didmetro son
normalmente dificiles de identificar debido a la ausencia de membranas discernibles y
contenido electro denso 84 Ademas, el andlisis de s6lo un segmento del embrién - e

incluso de las células - no permite obtener una cuantificacién total del embrién. La
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microscopia de epifluorescencia tampoco da informacién detallada de todo el embrién
y es que al tener una resoluciéon minima en el plano Z, dificilmente se pueden
distinguir dos gotas juntas (como es el caso de los grupos de GLs aqui descritos). Otros
trabajos han empleado técnicas de tinciéon como el sudan negro, que emplea alcohol
durante el procesamiento, lo cual modifica la organizacién de las GLs 45132, En cambio,
el uso de microscopia multifoténica y el empleo del marcador rojo de Nilo nos
permiten obtener informacidon de todo el embrién, mejorando la resolucién en los
planos X-Y y Z casi hasta 100 nm, permitiéndonos diferenciar gotas individuales aun

cuando estén una junto a la otra, como es el caso de los grupos de gotas.

Si bien nuestros resultados no muestran una diferencia estadistica en la proporcion de
GLs entre subespecies, si exponen diferencias claras en cuanto a tamafio y
organizacion; parametros que, de acuerdo con algunos autores, confieren ventajas y
desventajas celulares. Por ejemplo, se ha observado que una gota lipidica chica
incrementa la viabilidad post-descongelacion 12, ya que un aumento de tamafio, como
el que experimentan las gotas de los embriones bovinos in vitro, produce baja
sobrevivencia y bajos porcentajes de eclosiéon post-descongelacion 1212, que pueden
ser revertidos tras su reduccion de volumen mediante la induccion de lipolisis 82. Asi
mismo, una gota chica desarrolla menos hidroperéxidos que una grande 2. Estudios
computacionales sugieren que, debido a que los triglicéridos de las GLs son
termodinamicamente inestables, la mayor libertad de movimiento en gotas grandes
facilita la transferencia de los triglicéridos del nucleo hacia la monocapa,
predisponiéndolos a su oxidacién 133, Esto ocasiona que tener gotas grandes
promueva mayores niveles de peroxidacidn lipidica. Con respecto a la organizacion de
las gotas, la formacion de gotas en grupos esta vinculada a una acumulacion excesiva
de lipidos 134, Dicha acumulacién es una respuesta al estrés oxidativo 135, por lo que el

tener una gran cantidad de GLs en grupos es indicativo de altos niveles de EROs 24,
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De acuerdo a nuestras observaciones, los embriones B. indicus son de menor calidad
criogénica que los embriones B. taurus dado que tienen tanto gotas individuales
(47pum3 vs. 34um?3) como en grupos mas grandes (299um?3 vs. 207pm3). Encontramos
que el volumen de las gotas individuales en ambos biotipos embrionarios disminuye
después del proceso de congelacion-descongelacion. Como se discute mas adelante,
esta misma reduccidén de tamafio lipidico se observa en los grupos de gotas de B.
indicus pero no en los de B. taurus, en los que incluso se puede apreciar un aumento de
volumen. Hemos relacionado los cambios de volumen con procesos de fragmentacion

y fusién de las GLs.

Una de las diferencias principales entre los embriones de una y otra subespecie es la
proporcién de los grupos de gotas post-descongelaciéon. Los embriones C1 de B.
indicus tienen 10% mas grupos que los de B. taurus y en los C2 la diferencia es aln
mayor (28%). Los cambios en la cantidad de grupos de gotas marcan un patrén
inverso de “reduccién y “aumento” en cada subespecie. En B. taurus los grupos de 2-3
GLs se juntan, incrementando asi los grupos de >9 GLs, mientras que en B. indicus los
grupos de >9 GLs se fragmentan dando pie a un aumento de grupos de 2-3 GLs, estas
reacciones inversas sugieren dos procesos diferentes: coalescencia y fragmentacion,

respectivamente.

En embriones de mosca (Gall fly, Eurosta solidaginis) el evento de coalescencia ha sido
descrito como una respuesta a la deshidrataciéon durante la congelacion 136137, y un
mecanismo mediante el cual la gota recupera su estabilidad termodinamica 138139,
Cabe destacar que dicho proceso no es indicativo de dafio, ya que las gotas de larvas
de mosca que experimentan este efecto, sobreviven y completan su desarrollo

llegando hasta su forma adulta 136137,

Se sabe que la estabilidad de las gotas depende de surfactantes como fosfolipidos y

proteinas de membrana; que al perderlos se promueve la fusién de las gotas 138140141,
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El tipo de surfactantes (por ejemplo: fosfatidilinositol, diacilglicerol o fosfatidilcolina)
varfan de acuerdo al tamafio 84142143; por lo que mientras mas chica sea una gota,
mayor sera la proporcidn necesitada de fosfatidilcolina y proteinas para mantener la
estabilidad de las gotas 84138, Estudios sobre perfiles lipidicos de membrana hechos en
embriones bovinos de diferentes razas (incluyendo B. taurus y B. Indicus) demuestran
que la fosfatidilcolina varia en su longitud de cadena de carbohidratos y nivel de
saturacion entre los embriones B. indicus y B. taurus 42144, Esta diferencia aunada a los
cambios de coalescencia y fragmentacion que experimentan los grupos post-
descongelacién nos hace pensar que la composicion de fosfolipidos de las gotas de B.
indicus y B. taurus es diferente, lo cual explicaria la estabilidad de las gotas post-

descongelacién en los embriones B. taurus.

La diferencia en composicién de las GLs entre B. indicus y B. taurus podrian explicar el
evento de fragmentaciéon que es el observado en los grupos de los embriones B.
indicus. Este proceso involucra dispersién de los grupos de gotas en multiples grupos
pequeios 145 y debido a que el nimero de ligaduras de los acidos grasos modifica el
punto de congelaciéon o solidificacién 23, bajo el esquema de crio-preservacion, los
acidos grasos saturados al solidificarse antes que los insaturados 238081 contraen la
gota provocando su desestabilizacién 132 y salida del contenido al citoplasma 138,
Aunado a esto, en condiciones de cultivo, se ha visto que el proceso de fragmentacion,
es considerado producto de la lipolisis 146, Sin embargo, dada la naturaleza de
nuestros experimentos no podemos aseverar que el proceso de lipolisis se haya
presentado en los embriones aqui analizados; pero si podemos hipotetizar que este
evento haya ocurrido, debido a que hay evidencia de actividad por parte de las
fosfolipasas durante la congelacién 86, las cuales catalizan la hidrolisis de triglicéridos

a diacilglicerol, el primer paso en la reaccion lipolitica 147

Respecto a las diferencias de composicion, nuestros resultados confirman que las

gotas lipidicas de B. indicus son de origen saturado y que las de B. taurus son de origen
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insaturado. Estos resultados concuerdan con los de Ordofiez-Leon y colaboradores 148
que usaron el mismo método de evaluaciéon en embriones in vitro. De igual manera,
Sudano y colaboradores 42 reportaron que los fosfolipidos de membrana de B. indicus
estan constituidos por acido palmitico (16:0) y estearico (18:0) y los de B. taurus por
acido linoléico (18:2A? 12), Esta mayor proporcién de acidos grasos saturados en B.
indicus explica el hecho de que post-congelacion encontrdramos mayoritariamente
gotas craqueladas. El cambio observado en la composiciéon de las gotas tras la
descongelacién de acidos grasos insaturados a saturados concuerda con reportes
presentados en semen, donde los acidos grasos polinsaturados disminuyen post-
congelacidn. Esto posiblemente se debe a la peroxidacién lipidica 22149, que inicia en

las dobles ligaduras de los 4cidos grasos polinsaturados 102,

Los dos tipos morfoldégicos de GLs que hemos descrito en este trabajo, homogéneas y
craqueladas, se pueden observar en distintos articulos que emplean diferentes
métodos de produccién embrionaria y de especies 1547.148150-153 ] as gotas aqui
denominadas craqueladas presentan grietas en su superficie, e incluso algunas llegan
a perder su integridad, lo cual es indicativo de una fracturacién de la membrana. La
apariencia craquelada podria deberse a la compresién de las proteinas sobre la
superficie 138 y a la separacién de los diferentes triglicéridos y ésteres de colesterol

que coexisten en las gotas 124,

En ovocitos de cerdo se ha descrito que las gotas craqueladas se observan después del
proceso de congelacién-descongelacion 122, En el presente trabajo reportamos que si
bien las gotas craqueladas se observan en embriones frescos, su proporcién aumenta
significativamente en embriones B. Indicus post-congelacion. Hemos asociado a este
tipo morfologico de GLs como un posible detonador del proceso de fragmentacion que

experimentan los grupos de GLs de B. indicus post-descongelacion.
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5.2 Especies reactivas de oxigeno,
peroxidacion lipidica y apoptosis

Las diferentes concentraciones de radicales libres encontradas entre embriones
frescos de B. indicus y B. taurus indican diferencias intrinsecas de subespecie y, mas
aun, explican la proporcién de GLs acumuladas en grupos. Como se discuti6
anteriormente la alta cantidad de GLs se asocia con estrés oxidativo, el cual se
desencadena por la alta cantidad de EROs 22. Como los embriones B. indicus poseen
una alta cantidad de EROs se esperaria también una mayor cantidad de gotas en

grupo, lo cual corresponde a lo encontrado en este estudio.

Después de que los embriones de ambos biotipos son descongelados, existe un
incremento significativamente importante en el nimero de EROs que podria deberse
al aumento abrupto de oxigeno causado por la re-oxigenacion 28155, E] oxigeno es una
molécula capaz de atravesar membranas; ademas es altamente reactiva debido a que
tiene dos electrones desapareados, lo cual ocasiona que se reduzca 2! generando
diversos radicales libres como: anién superdxido (Oz2* "), perdxido de hidrégeno (H202)
y radical hidroxilo (OH*). Los radicales dafian lipidos, proteinas y acidos nucleicos 21-23

y desencadenan eventos de peroxidacion lipidica y muerte celular.

Tomando en cuenta que los embriones frescos de B. indicus presentan una mayor
cantidad de EROs que los de B. taurus podriamos pensar que éstos tendrian mayores
concentraciones de peroxidacidn lipidica que los B. taurus. Sin embargo los embriones
B. indicus tienen 1.7 veces menos peroxidacién lipidica que los embriones B. taurus.
Una posible explicacién podria deberse al gran nimero de gotas en grupo en los
embriones frescos de B. indicus. Bailey y colaboradores 2> sefialan que las GLs
funcionan como antioxidantes al secuestrar acidos grasos polinsaturados, alejadndolos

de la membrana y evitando su oxidacion.
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Otro factor que ayuda a controlar la peroxidacién lipidica en los embriones B. Indicus
es, presumiblemente, su composicién lipidica. La peroxidacién lipidica inicia cuando
se extrae un atomo de hidrogeno de un carbon metileno (CHz) de la cadena de acidos
grasos, lo cual sucede con mayor facilidad en las dobles ligaduras de los acidos grasos
polinsaturados que en los monoinsaturados y saturados 122, Como se habia sefialado
anteriormente, los embriones B. indicus presentan una composicién de acidos grasos
saturados y los B. taurus de insaturados, por lo que mayores niveles de peroxidacion

lipidica en los embriones de la segunda subespecie son de esperarse.

A pesar de ello, tras la descongelacién de los embriones, B. indicus tiene 4.34 veces
mas peroxidacion que B. taurus, lo cual expone un incremento diferencialmente
grande de peroxidacién lipidica entre ambas. Es posible que este efecto se deba al
tamafio de las GLs y a la fragmentacion que ocurre en los embriones B. indicus. Como
se menciond anteriormente, una GL grande genera mas hidroperdxidos que una gota
chica 21, Esto posiblemente se deba a que los triglicéridos que estan en el nudcleo de las
gotas son termodindmicamente inestables 133 y tras haber sido sujetos a un proceso
térmico de criopreservacion, tienden a moverse hacia la monocapa de la gota,
predisponiéndose a su oxidacién. Ademas la fragmentacién de las gotas sugiere el
derrame del contenido de la gota al citoplasma, de forma que el sustrato disponible
para que se expanda la peroxidacion lipidica aumenta. Asi pues, la criopreservacion de
los embriones B. indicus acrecienta la peroxidacion lipidica, que a su vez causa un
aumento de la viscosidad de la membrana, rompe el potencial de membrana e
incrementa el flip-flop de la fosfatidilserina hacia la membrana exterior, sefializandose

como un estimulo a la apoptosis 121,

Por otra parte sugerimos que el alto nimero de ntcleos positivos a TUNEL presentes
en los embriones B. indicus en comparacion con los B. taurus, tanto en fresco como
criopreservados, se debe a la alta cantidad de EROs que exhiben los embriones de la

primera subespecie. Yang y colaboradores 122 concluyeron que existe una relaciéon
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directa entre los niveles de perdxido de hidrégeno (H202) y el porcentaje de apoptosis
en embriones humanos. Por lo que los embriones B. indicus al tener una mayor

cantidad EROs tendran también un mayor grado de muerte celular.

Al evaluar el daho apoptotico que la criopreservacion induce sobre embriones,
Marquez-Alvarado y colaboradores 115 encontraron resultados similares a los
nuestros en el ganado B. Indicus. Los embriones frescos de su estudio presentaron un
promedio de 7.09 nucleos positivos a TUNEL y los congelados de 11.7. En nuestros
experimentos encontramos un promedio de 8.28 nucleos positivos a TUNEL para
embriones frescos y 10.71 para embriones congelados, quedando en claro que el
proceso de congelacidn-descongelacidn incrementa los indices de muerte celular. El
numero de nucleos apoptdticos en cada subespecie es intrinsecamente distinto; en la
comparacién de embriones B. indicus versus B. taurus se ha encontrado que los
embriones de la segunda subespecie sobre-expresan el gen DAD1 indicando la

prevencion de apoptosis 2.

Las diferencias entre las GLs de los embriones B. indicus y B. taurus nos dan la pauta
para proponer que la baja crio-viabilidad de los embriones B. indicus es causada por el
proceso de fragmentacién que experimentan sus gotas. B. indicus tiene una
composicion importante de acidos grasos saturados en sus GLs mientras que B. taurus
de acidos grasos insaturados, por lo que los primeros solidifican mas rapidamente.
Dicha fragmentacion podria ser el detonante de la craquelacidn que en consecuencia,
podria derramar contenido al citoplasma aumentando el sustrato para las EROs
suscitando la peroxidacion lipidica. Mas aun, la desestabilizacién termodinamica de
las gotas grandes de B. indicus ocasionaria la transferencia de triglicéridos del nucleo
de las gotas a su monocapa, predisponiéndolos a su oxidacion. Al mismo tiempo, los
elevados niveles de EROs favorecen al dafio oxidativo del ADN, repercutiendo en

muerte celular y por tanto en pérdida de la viabilidad embrionaria.
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Por el contrario las GLs de los embriones B. taurus tardan mas tiempo en solidificarse
debido a la naturaleza de sus acidos grasos insaturados. Al estar sujetas a cambios
termodinamicos las gotas de B. taurus coalescen, evitando derramamiento de su
contenido al citoplasma. Diversos autores han mostrado, en sistemas in vivo e in vitro,
que la adicién de acidos grasos insaturados mejora la resistencia al enfriamiento 2022 y
que la induccién de la lip6lisis incrementa la crio-viabilidad embrionaria 85. Creemos
que la adicion experimental de acidos grasos insaturados podria conferir a las gotas
de B. indicus elasticidad favoreciendo la coalescencia de las gotas durante el proceso
de congelacién-descongelacion. Y ademas, la promocion de la lipdlisis antes de la
congelacién favoreceria una reducciéon del tamafio de las gotas lo cual tendria una
serie de consecuencias como: disminuir la transferencia de los triglicéridos del nticleo
de la gota a la monocapa, evitar la peroxidacion lipidica e incrementar los porcentajes

de prefiez sin restarle practicidad a la transferencia embrionaria directa.

En conclusion, los embriones de B. indicus y B. taurus difieren en la organizacidn,
composicion, numero y tamafio de GLs en grupo; asi como los niveles de especies
reactivas de oxigeno. Estas diferencias pueden afectar directamente la sobrevivencia y
los porcentajes de gestacion en B. indicus después del proceso de congelaciéon-
descongelacién. Los resultados aqui expuestos nos permiten avanzar en la
comprension y planteamiento de alternativas de congelaciéon embrionaria que nos

permitan aumentar los indices de gestacion de embriones B. indicus.
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