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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la suplementacion con Pterostilbene
(PT) al medio de cultivo embrionario temprano (CDM1) y tardio (CDM2) sobre la calidad
y desarrollo de los embriones bovinos producidos in vitro (PIV). En el primer
experimento se evaluaron los efectos de las concentraciones de 0, 3, 9, 27, 81 y 243
(MM) de PT sobre el porcentaje de embriones divididos, embriones de mas de 6 células,
el porcentaje de lipidos y el porcentaje de blastocistos en el dia 8. En el segundo
experimento se evaluaron los efectos de las concentraciones de 0, 0.11, 0.33, 1y 3
(MM) de PT sobre el porcentaje de embriones divididos, embriones de mas de 6 células,
el porcentaje de lipidos, el porcentaje de blastocistos en el dia 7 y 8, porcentaje de
embriones transferibles en el dia 7 y el conteo celular. En el tercer experimento, se
evaluaron los efectos de 0.33 uM de PT y un grupo control (0 pM) en dos
concentraciones de O2 (5% y 20%) sobre la generacion de Especies Reactivas de
Oxigeno (ROS). En los experimentos 1y 2, se realizé un ANOVA y se uso la prueba de
LSD de Fisher. En los experimentos 1y 2, el porcentaje de blastocistos en los dias 7 y
8 y de embriones transferibles en el dia 7 fueron evaluados usando una prueba no
paramétrica (Kruskal Wallis). En el ultimo experimento, un disefo factorial 2x2 fue
llevado a cabo usando el procedimiento del modelo lineal generalizado (GLM). Se usé
un modelo de regresidn lineal para describir la relacion entre las particulas positivas a
ROS y la concentracién de PT, asi como la relacion entre la generacion ROS vy las
concentraciones de Oz. En el primer experimento no se encontraron diferencias en el
porcentaje de embriones divididos y embriones de mas de 6 células entre los
tratamientos con PT y el grupo control (p>0.05). El porcentaje de lipidos fue mayor en
el grupo control que en los tratamientos con PT (p<0.05). El porcentaje de blastocistos
en el dia 8 fue mayor para el tratamiento de 3 yM comparado con otras concentraciones
como 9, 27, 81 (M) PT (p<0.05), sin embargo fue similar al grupo control (p>0.05). En
el segundo experimento, no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje
de embriones divididos y embriones de mas de 6 células entre los tratamientos con PT
y el grupo control (p>0.05). Se observé una reduccion en lipidos en los grupos tratados
con PT comparados con el control (p<0.05). El grupo control mostré mayor produccion
de blastocistos en los dias 7 y 8 (p<0.05) y un incremento en el porcentaje de embriones
transferibles en el dia 7 comparado con los tratamientos con PT (p<0.05). Los conteos
celulares no fueron diferentes entre los tratamientos con PT y el grupo control (p>0.05).
La concentracion de O2 no tuvo efecto sobre la generacion de ROS (p>0.05). Sin
embargo los grupos tratados con PT (0.33 uM) mostraron un efecto sobre la reduccion
de ROS (p<0.05). Se encontr6 una correlacion negativa (r= -0.83479) entre la
concentracion de PT y la generacion de ROS (p= 0.0001). No se encontré una
correlacion (r= 0.106962) entre la concentracion de O y la generacién de ROS (p=
0.6335). La concentracion de PT no tuvo efecto sobre la produccion de blastocistos en
el dia 7 (p= 0.6661). La Concentraciéon de O2 también no mostré un efecto sobre la
produccion de blastocistos en el dia 7 (p= 0.7696). La produccién de blastocistos en los
4 tratamientos fue similar (p>0.05). En este estudio, PT no mejoro el porcentaje de
embriones divididos, el porcentaje de embriones de mas de 6 células, blastocistos
producidos en los dias 7 y 8, el porcentaje de embriones transferibles en el dia 7 ni el



conteo celular; sin embargo, se observo una disminucion significativa en los niveles de
ROS vy lipidos en el citoplasma de los embriones.

Palabras clave: Pterostilbene, embriones bovinos, conteo celular.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of supplementing Pterostilbene (PT) into
the early (CDM1) and late (CDM2) embryo culture media according to the quality and
development of in vitro produced (IVP) bovine embryos. In the first experiment, the
effects of concentrations of 0, 3, 9, 27, 81 and 243 (uM) PT on the percentage of cleaved
embryos, embryos with more than 6 cells, the percentage of lipids and percentage of
blastocyts on day 8 were evaluated. In the second experiment, the effects of
concentrations of 0, 0.11, 0.33, 1, and 3 (uM) PT on the percentage of cleaved embryos,
embryos with more than 6 cells, the percentage of lipids, the percentage of blastocyts
on day 7 and 8, percentage transferable embryos on day 7 and the cell count were
evaluated. In the third experiment, the effects of 0.33 yM PT and a control group (0 uM)
within two Oz environments (5% and 20%) on the generation of Reactive Oxygen
Species (ROS) were evaluated. In experiments 1 and 2, an ANOVA was performed, and
the LSD Fisher test was used. In experiments 1 and 2, the percentage of blastocyts on
days 7 and 8 and transferable embryos on day 7 were evaluated using a non-parametric
test (Kruskal Wallis). In the last experiment, a 2x2 factorial design was carried out using
the general linear model (GLM) procedure. A linear regression model was used to
describe the relationship between the positive ROS particles and the concentration of
PT, as well as the relationship between ROS generation and the O, concentrations. In
the first experiment, no differences were found in the percentage of divided embryos
and embryos with more than 6 cells between the treatments with PT and the control
group (p>0.05). The percentage of lipids was higher in the control group than in
treatments with PT (p<0.05). The blastocyst percentage on day 8 was higher for the 3
MM treatment when compared with other concentrations such as 9, 27, 81 (uM) PT
(p<0.05); however, it was similar to the control (p>0.05). In the second experiment, no
significant differences were found in the percentage of divided embryos and embryos
with more than 6 cells between the treatments with PT and the control group (p>0.05).
A reduction in lipids was observed in the groups treated with PT compared to the control
group (p<0.05). The control group showed a higher rate of blastocyst production on days
7 and 8 (p<0.05) and an increase in the percentage of transferable embryos on day 7
compared to the PT treatment groups (p<0.05). Cell counts were not significantly
different between treatments with PT and the control group (p> 0.05). The O
concentration had no effect on ROS generation (p>0.05). However, the groups treated
with PT (0.33 pM) showed an effect on ROS reduction (p<0.05). A negative correlation
was found (r= -0.83479) between the PT concentration and ROS generation (p=
0.0001). A statistical correlation (r= 0.106962) was not found between the O
concentration and the ROS generation (p= 0.6335). The PT concentration did not have
an effect on blastocyst production on day 7 (p= 0.6661). The O2 concentration also did
not show an effect on the rate of blastocyst production on day 7 (p= 0.7696). The
blastocyst production in all 4 treatments was similar (p>0.05). In this study, PT did not
improve the percentage of cleaved embryos, percentage embryos with more than 6
cells, blastocysts produced on days 7 and 8, percentage transferable embryos on day
7, nor the cell count; however, a significant decrease in the levels of ROS and lipids in
embryo cytoplasm was observed.
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Keywords: Pterostilbene, bovine embryos, cell count.

Vil



iNDICE

Contenido
AGRADECIMIENTOS ......coooeeeeeeeeeseeesseessseesssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssessssssssssssssnsssnsssssneons I
DEDICATORIAS ... ssssssses s sssesss s s ssessssssssessssssssessssssssssssssssssnees [
RESUMEN .......ootiieeeeeeeeeeeees s sesssssssssses s ss s sssssssesssassssessssssssessssssssssnsssessenees \Y
ABSTRACT ..oooooveoeeeeieeeeesseesseess s sses s sss s ss s sss s s ssssssssssnssssesssssssassesssnssssassesssssssesssnsons VI
INDICE ...ttt ss s s s s sannennsanes VIl
LISTA DE CUADROS ........ovveereeeiereeeeseeeseesssesisessssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnsssnssenns XI
LISTA DE FIGURAS ..ot eeseses s ss s sssss s ss s ss s sesssssasssssssessanssenes XIl
ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS ........ooioeieieeeeeeeeeeesseeseeseeesssesesssssesssssssssss s XIll
1= INTRODUGCCION ...t sse s 1
112 JUSTIFICACION ..o 7
1.2 HIPOTESIS ..ot se s s s ssa s ss s sss s 9
1.3 OBTETIVO GENERAL ... eeesess s ssesess s seenenne 10
1.4 OBJETIVOS PARTICULARES .......oovooeeeeeiereeeeeeeesseeeeseesssse s sssssssssesessss s seenaens 10
2.- REVISION DE LITERATURA ......oiroeeeeeeeseeeeeeeseeseseeesssssesssssssssssssns s sssssssssssssasssssssnnes 11
2.1 PRINCIPALES PROCESOS INVOLUCRADOS EN LA PIV DE EMBRIONES. ........ 11
2.1.1 MADURACION 1 VIO ..o esseeeesess s snsssesa s snenns 11
2.1.2 FERTILIZACION [N VIFO.......covooeeeeeeeeeeereeeseeeeeeesseesesssesssssssssssessessssssssssssns e 13
2.1.3 CULTIVO EMBRIONARIQ i1 VIO ......ccvvoeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeeeeeesseveessessssessssesnesnnns 14
2.2 IMPORTANCIA DEL OVOCITO EN LA PIV DE EMBRIONES ........ccoooomvvrinriinrennnee. 16
2.3 INTENTOS PARA MEJORAR LA PRODUCCION EMBRIONARIA ...........ccoovvrnrneene.. 22
2.4 INTENTOS PARA OPTIMIZAR LOS MEDIOS DE CULTIVO EMBRIONARIO Y
PRODUCCION EMBRIONARIA ........ooorveeeeeieseeieeseesseeseseseseeeesesssssssssssssssssssssssssssssssssoeans 25
2.5 PTEROSTILBENE ........oooeeeeeeeeceeeseeee e sesssssessssssssse s sssssss s sssessssssssssssnsssssessssees 28
2.5.1 GENERALIDADES DE PTEROSTILBENE .......coosvveereeeeeeeeeeeeeeeeeseeseseses s 28
2.5.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE PTEROSTILBENE .......o.covvveeereieeeeeneeeeseeesenens 31
2.6 EFECTOS ANTIOXIDANTES DE PTEROSTILBENE EN DIFERENTES TIPOS
CELULARES: .....ovoteeeeeeeeeseeeeseeesess e s s ssss s s s sss s sssess s ssssss s ssssssssnsssssssnssssnses 32
2.6.1 GLANDULA MAMARIA.........oovemreereeeeeeesseesseieseesseessssssssssssssssssssssesessssesans s ssnsenns 32
2.6.2 EFECTO DE PTEROSTILBE A NIVEL CARDIOVASCULAR..........ccoocvvvrenrrrnnnnn. 33
2.6.3 EFECTOS DE PTEROSTILBENE EN EL METABOLISMO ........ccoooovvvverrseeneen. 34
2.6.4 ACTIVIDAD DE PTEROSTILBENE SOBRE LA SINTESIS DE LIPIDOS............ 35
2.7 RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO........ovvorieeeeeeeeesseeeeeeiesessseesssssssisseeneees 36

VI



2.8 FUENTES DE ROS in vivo Y SU SIGNIFICANCIA CON LOS PROCESQOS in vitro.41

2.8.1 ROS PROVENIENTES DEL OVOCITO ...oooovoceeereeseeeseeeeeeeeeeeseeseseeseeessesssssssseseeeee 41
2.8.2 CELULAS CUMULARES Y ROS ....eoooeeeeeeeeeeeeersessssssssssessesesssssssssesessssesssssseeeeeees 41
2.8.3 PRESENCIA DE ROS EN EL FLUIDO FOLICULAR ...oovvvooeeeeeeeeeeeesseeee e 42
2.8.4 ROS ORIGINADO POR LOS EMBRIONES .......orororoeeeeeeeeeeeeeeeseeeesssssesssseeseeeeeees 44
2.9 FUENTES DE ROS PRODUCIDOS BAJO LOS PROCEDIMIENTOS in vitro.......... 46
2.9.1 LUZ VISIBLE e eeeeveeeeeeeeeesesesessesseeeesesesssssssesessssssssssssssssessessssssssessesesseesessssssseeseees 46
2.9.2 ROS PROVENIENTES DEL MEDIO DE CULTIVO EMBRIONARIO .................. 47
2.9.4 LA ALTA CONCENTRACION DE O, PROMUEVE LA GENERACION DE ROS
................................................................................................................................................... 50
2.9.5 GENERACION DE ROS A PARTIR LA CENTRIFUGACION .....cooooverrrrrrrrrrre. 51
2.9.6 LA CRIOPRESERVACION DE LOS ESPERMATOZOIDES GENERA ROS..... 52
2.9.7 ESTRES OXIDATIVO EN GAMETOS Y EMBRIONES......ovvvvvoeeeeeeeeresssseseeeeeeeen 54
3.- MATERIAL Y METODOS ...oovveooeeeooeseeseseseeseeeseeseessssssessemsssesssssssssssssessssssssssseesensssessssssseseesees 56
3.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES STOCK DE PTEROSTILBENE............ 56
3.2 OBTENCION DE LOS OVARIOS EN EL RASTRO. ....eoeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssssessssseeeeeee 57
3.3 ASPIRACION FOLICULAR ...oooooooreeeeeeseeeeeeeeseeeeeseseseeessssssssssssssessssssssssesesesssssssesessseseeeees 58
3.4 CLASIFICACION DE LOS OVOCITOS.....ovvooveeeeeeeeeesssssssesesseeesesssssssseesessssssssssssseseeees 58
3.4.1 OVOCITO CALIDAD T evoeooeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeesesssessessseessessssssssesessssssessssssssseeeeees 58
3.4.2 OVOCITO CALIDAD 2....ooooooreeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeessssssssssssssesssssssssssesesesssessssssssssseeees 59
3.4.3 OVOCITO CALIDAD 3..ooooooeerreeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeesesssssssssssessessssssssesessessessssssssssseeees 59
3.4.4 OVOCITO CALIDAD 4..ooooooeoeoeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeesesessssssssseeesssssssssssesssesssesssssssseseeeees 59
3.5 PRODUCCION DE EMBRIONES I1 VIO c.ovvvvvveveeeeeeeesessseeseseseeeesesssessseeesesesssssssessseseeeees 59
3.5.1 MADURACION 117 VItrO: DI8 =1 eooeroeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesssessseeseessessssssssessssssssesssseseseseeeee 59
3.5.2 FERTILIZACION [0 VItr0: DI 0 eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssessssssssessesssssssseeeseessessssssssseseeee 60
3.5.3 RETIRO DE CELULAS CUMULARES Y CULTIVO TEMPRANO (CDM1): Dia 1
................................................................................................................................................... 62
3.5.4 CULTIVO TARDIO (CDM2). DIA 3 ooooveveeeeeeeeeeeressessseeseeeseeeesssssseseseessessssssssseeseee 62
3.6 CRITERIOS PARA LA EVALUACION DE LA CALIDAD EMBRIONARIA................... 63
3.7 ESCALA PARA LA EVALUACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO............... 64
3.8.- VARIABLES DE RESPUESTA EVALUADAS........coorrmeeeeeeeeeeeseeseesseeeeeeneessssessssssseeeen 67
3.8.1 PORCENTAJE DE EMBRIONES DIVIDIDOS.........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesessssssseeeeen 67
3.8.2 PORCENTAJE DE EMBRIONES DE MAS DE 6 CELULAS........coooorererrrrrrrrreeeee 67
3.8.3 PORCENTAJE DE EMBRIONES TRANSFERIBLES EN EL DIA 7. 67

IX



3.8.5 TASA DE DIVISION CELULAR ..ot vesseseessaee s 68
3.8.6 PORCENTAJE DE LiPIDOS QUE OCUPAN EL CITOPLASMA DEL EMBRION
................................................................................................................................................... 69
3.8.7 MEDICION DE ROS ....cccouureimreemmeeeimeesssseesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssens 69
3.9 DISENO EXPERIMENTAL .....oouiuieieieieeie ettt aesses st ss s sae s sanes 70
3.9.1 EXPERIMENTO T .ottt 70
3.9. 2 EXPERIMENTO 2 ...ttt ettt 71
3.9.3 EXPERIMENTO 3 ...ttt 71
3.9.4 ANALISIS ESTADISTICO ...t ees e 72
4.- RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt e et ettt b s et s et e s ene e ebenans 74
4.1 Primer @XPErIMENTO ....oceeviiiieieseceee sttt ettt e ae e e e e aesneensesreennenseas 74
4.1.1 Porcentaje de embriones divididos y de mas de 6 células............ccecvevvevvennnnen. 74
4.1.2 Porcentaje de lipidOS........ceciieiieiieiie ettt st 74
4.1.3 Porcentaje de blastocistos en el dia 8...........ccocoveviniiiiiiiiieee 75
4.2 SeguNdO EXPEIIMENTO .....ccuiiiiriieiirierterteee ettt ettt sttt 76
4.2.1 Porcentaje de embriones divVididOS.......cccvecvieviiiriiieiiiececreesee s 77
4.2.2 Porcentaje de embriones de mas de 6 CElUIAS ........ccvvveeveevieveecic e, 77
4.2.3 Cuantificacion del porcentaje de lipidOs ........cccoeveririeneicircee e 77
4.2.4 ProduccCion @mDBIiONEAIIa.........ccuvuiiiiiiiiieiieietnreese s 77
4.2.5 Embriones transferibles en el dia 7 ..o 78
4.2.6 NUmero de Celulas totales...........ccoireiiiiiiiiieec e 80
4.2.7 Numero de células de 1a MCl ..ot 80
4.2.8 Numero de células del TE ... 80
4.2.9 Razén entre la MCIl:Células totales y MCETE. ..o, 81
4.3 Tercer EXPEIHMENTO .......ccuiiiieiieieecte et ettt et esre et e s te e e beebeesbeesbeesaaesasesabeenbeenbeesssensnas 82
5.~ DISCUSION......ccoeumeeeemereeseeessseeesssaseessessssssessssssessssessssesess s ssss s sssassssssessssesssssssssssssessssssees 86
B.- CONCLUSIONES ...ttt ettt b et 102
7= PERSPECTIVAS ..ottt ettt 103
8.- BIBLIOGRAFIA ..ot 104
ANEXO 1 bbbttt 123



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1.- Porcentajes de lipidos en embriones bovinos PIV después de la adicidon
de PT a los medios de cultivo embrionario CDM1 y CDM2. Las medias y error

estandar son reportadas.

Cuadro 2.- Porcentajes de blastocistos bovinos PIV después de la adicion de PT a
los medios de cultivo embrionario CDM1 y CDM2. Las medias y error estandar son

reportadas.

Cuadro 3.- Porcentajes de: embriones divididos, embriones de mas de 6 células,
lipidos, blastocistos al dia 7 y 8 y embriones transferibles al dia 7 al adicionar PT a
los medios de cultivo embrionario CDM1 y CDM2. Las medias y error estandar son

reportadas.

Cuadro 4.- Resumen general del conteo celular que corresponde a: el numero de
células totales, numero de células de la MCIl y numero de células del TE; asi como
la razén de la MCI: Células totales y MCI:TE.

Cuadro 5. Efecto de la adicion de PT al medio de cultivo embrionario temprano
(CDM1) y tardio (CDM2), sobre la generacion de ROS y % de blastocistos (dia 7).

XI



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Embriones bovinos: ejemplos de grado de desarrollo y calidad. Grado 1-
5.

Figura 2. Embriones bovinos: ejemplos de grado de desarrollo y calidad. Grado 5-
9.

Figura 3. Porcentaje de lipidos en el citoplasma de los embriones. El grafico de cajas
y bigotes revela que la el porcentaje de lipidos fue mayor para el grupo control

comparado con los tratamientos con PT (p<0.05).

Figura 4. Ejemplos de embriones bovinos PIV tefidos con Sudan Black para la

cuantificacion del porcentaje de lipidos.
Figura 5. Cuantificacion del numero de células totales por tratamiento.

Figura 6. Grafico de efectos principales e interaccidon para los factores

Concentracion de PT y Concentracion de Oxigeno.

Figura 7. Valores de las Pendientes y Coeficientes de Correlacion para los factores

Concentracion de PT y Concentracion de Osz.

Xl



ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS

MM.- micro molar.
*OH.- Radical Hidroxilo.
3T3-L1.- Linea celular adipogénica en ratones.

8-OHdG.- 8-hidroxi-2 ' desoxiguanosina (8-OHdG) es un biomarcador del dafio al
DNA inducido por el estrés oxidativo.

ABAP.- Peroxilo: 2,2 -azobis (2-amidinopropano).

ADP.- Adenosin difosfato.

AMPc.- Monofosfato de Adenosina Ciclico.

ARN.- Acido Ribunucleico.

ATP.- Trifosfato de Adenosia.

BBH7.- Medio de cultivo embrionario Block-Bonilla-Hansen

BSA.- Albumina Sérica Bovina.

CC.- Células Cumulares.

CDM1.- Medio Quimicamente Semi-definido para cultivo embrionario temprano.
CDM2.- Medio Quimicamente Semi-definido para cultivo embrionario tardio.
CDM-M.- Medio de maduracién in vitro.

CIV.- Cultivo in vitro.

CL.- Congelacion Lenta.

CO:a2.- Bioxido de carbono.

COCs.- Complejo Cumulos Ovocito.

CP.- Criopreservacion.

DIV.- Desarrollo in vitro.

DM.- Diabetes mellitus

DNA.- Acido Desoxirribonucleico.

DNP.- 2,4-dinitrofenol.

DPPH.- Radical libre de nombre 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil usado para evaluar
antioxidantes.

EDTA.- Etilén Diamino Tetra-acético.

Xl



FAS.- Sintetasa de acidos grasos.

FCDM.- Medio para fertilizacion in vitro.

FIV.- Fertilizacion in vitro.

FSH.- Hormona Foliculo-Estimulante.

G2/M.- Fase de arresto celular.

G6PD.- Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.
GIFT.- Transferencia Intratubarica de Gametos.
GPx.- Glutation peroxidasa.

GR.- Glutatién reductasa.

GSH.- Glutation total.

GST .- Glutation-S-transferasa.

GV.- Vesicula Germinal.

GVBD.- Rompimiento de la Vesicula Germinal
H20:2.- Peréxido de Hidrégeno.

HbA2c.- Hemoglobina Glucosilada

HCDM?1.- Medio de manejo fuera de la incubadora para embriones tempranos.

HCDM-2.- Medio de manejo fuera de la incubadora para embriones de mas de 6
celulas.

HCDM-M.- Medio de manejo fuera de la incubadora para gametos.
hCG.- Gonadotropina Coriénica Humana

IATF.- Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo.

ICSI.- Inyeccidn intra-citoplasmatica de espermatozoides.

NO.- Oxido Nitrico

LDL.- Lipoproteinas de baja densidad.

LH.- Hormona Luteinizante.

MCI.- Masa Celular Interna.

MIl.- Segunda divisidbn meidtica.

MIV.- Maduracion in vitro.

N2.- Nitrogeno.

XV



NADPH.- Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato en su forma reducida.
NO.- Oxido Nitrico.

O2-.- Anién superoxido.

O2.- Oxigeno.

ONOO-.- Anion Peroxinitrito.

OPU.- Aspiracién Folicular Guiada por Ultrasonido.

OS.- Estrés Oxidativo.

P4.- Progesterona.

PDGEF .- Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas.

PES. Etosulfato de Fenazina.

PIV.- Produccion in vitro/Producido (s) in vitro.

PM.- Pterocarpus marsupium.

PPAR y.- Receptores activados de proliferacion de los peroxisomas gamma.
PPP.- Ruta las Pentosas Fosfato.

PT.- Pterostilbene.

Resv.- Resveratrol.

RL.- Radicales libres.

RNS.- Especies Reactivas de Nitrégeno.

ro-GFP.- Proteina Fluorescente Verde sensible a la reaccién 6xido-reduccion.
ROS.- Especies Reactivas de Oxigeno.

SFB. Suero Fetal Bovino.

SFT.- Suero Fetal de Ternero.

SOD.- Superéxido dismutasa.

SOFm.- Fluido Sintético de Oviducto modificado.

SSF.- Solucién salina fisioldgica.

TBARS.- Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico.

TE.- Trofectodermo.

TR.- Tiorredoxina reductasa

XV



TRA.- Técnicas de reproduccion asistida.
UV.- Ultravioleta.

VECs.- Células endoteliales vasculares.
VSMCs.- Células del musculo liso vascular.
VT .- Vitrificacion.

XOD.- Hipoxantina-xantina oxidasa.

ZP.- Zona Pelucida

XVI



1.- INTRODUCCION

Ha habido grandes avances en la tecnologia de la Produccion in vitro de embriones
(PIV) desde que Brackett en 1981 logrd producir el primer ternero derivado de PIV
(Brackett et al., 1982). La PIV ha sido empleada para producir una gran cantidad de
embriones para programas de transferencia de embriones debido a un incremento
en el numero de terneros que pueden ser obtenidos de vacas genéticamente
superiores (Ordofez-Leodn et al., 2014). Esta biotecnologia incluye la Maduracién in
vitro (MIV) y Fertilizacion in vitro (FIV) de ovocitos asi como el Cultivo in vitro (CIV)

de zigotos y embriones.

Desde el nacimiento del primer becerro por medio de la PIV, se han obtenido
grandes avances en los sistemas de PIV. Se ha reportado una tasa de produccion
aproximadamente del 20-40% de embriones (entre mérulas y blastocistos) con
respecto al numero inicial de ovocitos madurados (Hasler y Barfield, 2014). La PIV
de embriones es una técnica bien establecida en humanos y en varias especies
domésticas y de laboratorio, con amplios usos en ciencias basicas y aplicadas
(Bavister, 2002). Esta técnica permite transferir un gran nimero de embriones de
padres seleccionados, solucionando problemas de fertilidad y expandiendo el

potencial reproductivo (Kajihara et al., 1991).

Por otra parte, los sistemas de PIV, han tratado de simular el ambiente fisioldgico in
vivo. Cuando se llegan a hacer comparaciones entre los embriones que han sido
producidos in vitro e in vivo, se pueden encontrar diferencias entre ambos grupos.
Cabe mencionar que las diferencias estan principalmente en la morfologia de los
embriones, es decir, las moérulas PIV tienen menor compactacion, menor cohesion
entre blastomeros individuales (Van Soom et al., 1992), muestran una apariencia
granulada y menor espacio peri vitelino (Farin et al., 2001). Los blastocistos PIV en
presencia de suero muestran un aspecto oscuro, mayor cantidad de vacuolas la
cual esta asociada con apoptosis celular, ademas de que el espacio ocupado por
mitocondrias se reduce a la mitad en comparacién con los embriones producidos in

vivo, aumento en la acumulacion de lipidos, asi como se observa una incompleta



unién entre las células de la Masa Celular Interna (MCI) y del Trofoectodermo (TE)
(Farin et al., 2001).

El tamano de los fetos derivados de embriones bovinos PIV también difiere en
comparacién de los embriones producidos in vivo. Se ha reportado un incremento
significativo en la longitud del producto (embrion y membranas fetales) durante los
primeros 10 dias después de la transferencia de blastocistos PIV, principalmente
cuando los embriones son cultivados usando macromoléculas como el Suero Fetal
Bovino (SFB), Suero de Vaca en Estro (SVE) o Suero Fetal de Ternero (SFT), es
decir, usando medios indefinidos (Farin et al., 2001). Finalmente los embriones
bovinos PIV parecer ser menos resistentes a la congelacion y descongelacion
comparado con los embriones bovinos producidos in vivo (Farin et al., 2001). Lo
anterior sugiere que las condiciones de cultivo pueden tener un impacto sobre la
calidad de los embriones, mientras que, la calidad intrinseca de los ovocitos es el
factor que determina la proporcion de ovocitos que desarrollan a la fase de
blastocisto (Rose y Bavister, 1992; Sirard y Blondin, 1996 y Rizos et al., 2002b).
Actualmente se ha reportado baja frecuencia en la formacion de blastocistos y el
numero de células de los embriones PIV también se ha visto reducido (Duranthon
et al., 2008), el cual se piensa es provocado por las condiciones del cultivo

embrionario.

Tomando como punto de partida los hallazgos de (Farin et al., 2001; Rizos et al.,
2002b; Ordonez-Leodn et al., 2014) que indican que los embriones PIV muestran un
incremento significativo en la cantidad de gotas lipidicas que ocupan el citoplasma
del embrion, como resultado de la absorcion de lipidos del medio de cultivo,
principalmente cuando se utiliza una fuente rica en lipidos como el suero (De La
Torre-Sanchez et al., 2006a), ha sido necesario el mejoramiento de las técnicas de
PIV de embriones. También se ha reportado que la excesiva cantidad de gotas
lipidicas en el citoplasma de los embriones PIV es debido a la incapacidad
mitocondrial para metabolizar complejos lipidicos por medio de la beta-oxidacién
(De La Torre-Sanchez et al., 2006b; Sudano et al., 2011a). Esto ha llevado a que

algunos investigadores hayan evaluado diferentes reguladores del metabolismo
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celular con la finalidad de mejorar las condiciones de cultivo embrionario que
mejoren la calidad de los embriones bovinos PIV (De La Torre-Sanchez et al.,
2006Db).

Rizos et al., (2002b), reportaron que la calidad de los embriones PIV depende en
gran medida de las condiciones del medio en el cual se desarrollan los embriones.
Esto ha conducido a pensar en la idea de llevar a cabo la suplementacién del medio
de cultivo para obtener mejores resultados en la PIV de embriones. Una manera en
la que se ha tratado de optimizar la PIV de embriones, es por medio de la
suplementacion de los medios de cultivo con moléculas que causan modificaciones
en la actividad de las rutas metabdlicas. De La Torre-Sanchez et al., (2006a)
evaluaron la adicion de Etosulfato de Fenazina (PES), al medio de cultivo.
Concluyendo que, ésta molécula tiene efectos en contra de la acumulacion lipidica,
este panorama hace pensar que el uso de PES, podria ser una alternativa para

superar la problematica del acumulo de gotas lipidicas en el citoplasma del embridn.

Pryor y colaboradores, siguieron explorando maneras de solucionar la problematica
de la acumulacion excesiva de gotas lipidicas en embriones bovinos PIV; este grupo
evalué un agente lipolitico llamado Forskolina. Los resultados obtenidos fueron
satisfactorios. Forskolina mostré un incremento en la viabilidad de los embriones

bovinos PIV, después de la criopreservacion (Pryor et al., 2009).

Las investigaciones sugieren que, lograr la optimizacion de los sistemas de cultivo
embrionario es crucial, ya que esto podria permitir mejorar la viabilidad de los
embriones PIV. Cémo se dijo en lineas anteriores, el desarrollo anormal de los
embriones PIV puede estar influenciado por las condiciones de cultivo (quien puede
provocar un acumulacion excesiva de lipidos en el citoplasma de los embriones) y
por otra parte por el Estrés Oxidativo (OS). Por tal motivo se han evaluado diversos
antioxidantes tales como: Beta-mercaptoetanol, cisteina y cisteamina, los cuales

han sido adicionados al medio de maduracion (de Matos y Furnus, 2000) y también



han sido probados adicionados a los medios de cultivo embrionario (Salzano et al.,

2014) con la finalidad mejorar la PIV de embriones.

La acumulacidn de gotas lipidicas no es la unica desventaja que muestran los
embriones PIV. Los procedimientos in vitro por si mismo exponen a los embriones
al OS, como resultado de la generacién de ROS en las diferentes etapas de la PIV
de embriones (Agarwal et al., 2014). Lo anterior ha conducido a tomar otras
alternativas para mejorar los procedimientos in vitro y lograr mejores resultados en
cuanto a la calidad de los embriones. Se ha adoptado la idea de usar antioxidantes
adicionados a los medios de cultivo, con la finalidad de eliminar los estragos
provocados por el OS, como consecuencia de la generacion de radicales libres
(Agarwal et al., 2014). Existe una amplia gama de agentes antioxidantes tales como:
isoflavonas, acido ascérbico, taurina, hipotaurina, genisteina, a-tocoferol,
flavonoides que pueden ser usados para llevar a cabo la suplementacion de los

medios de cultivo embrionario y lograr tal efecto (Agarwal et al., 2014).

Recientemente ha habido reportes (Rimando et al., 2002; Chiou et al., 2011;
McCormack y McFadden, 2012; McCormack y McFadden, 2013; Salzano et al.,
2014) sobre un grupo nuevo de antioxidantes y reductores de lipidos. Este grupo de
antioxidantes corresponde a las fitoalexinas. Las fitoalexinas son hidrocarburos
aromaticos del grupo de los estilbenos, las cuales son sintetizadas por la planta
como parte de su mecanismo de defensa, en repuesta a un estrés biético o abidtico.
Este tipo de estrés puede incluir algun tipo de infeccion, infestacion por insectos,
calor o exposicion a la luz ultravioleta (UV) (Langcake y Pryce, 1977). Una
fitoalexina en particular, el Resveratrol (Resv), ha sido evaluada como suplemento
en la PIV de embriones bovinos; Salzano et al., (2014) evaluaron el efecto de tres
concentraciones de Resv (0.25, 0.5 y 1 yM) reportando que suplementar el medio
de cultivo con 0.5 yM de Resv mejora la calidad de los embriones bovinos PIV por
su mayor resistencia a la criopreservacion. Resv, también ha sido utilizado como un

agente promotor de la maduracion de ovocitos caprinos, el cual mejorar la



competencia de los ovocitos para desarrollar a blastocistos y regula los niveles de

Glutation en el embrién (Mukherjee et al., 2014).

El principal enfoque de este grupo de fitoalexinas, es que ademas de tener un
mecanismo antioxidante, lo que les permite actuar en contra de las ROS, también
muestran un efecto sobre la lipogénesis. Lo anterior, debe ser tomado en
consideracion, debido a que tanto las ROS que van a desencadenar el OS y la
lipogénesis, son dos principales problemas que enfrentan los embriones PIV. Se ha
reportado que el Pterostilbeno es estructuralmente similar al Resv (Kapetanovic et
al., 2011), pero mucho mas potente (Rimando et al., 2002; Chiou et al., 2011;
McCormack y McFadden, 2012), lo cual le confiere a PT efecto antioxidante y

reductor de lipidos en mayor medida.

En un estudio llevado a cabo por Rimando et al., (2002) encontraron que PT fue
mucho mas potente para reducir el dafo oxidativo en comparacion con el Resv.
También se ha reportado que PT reduce el OS y la produccion de ROS, tales como
Peréxido de Hidrégeno (H202) y el anién superdxido (O27) (Adly, 2010). Las lineas

anteriores revelan evidentemente el efecto antioxidante de PT.

Finalmente, es necesario comentar acerca de la propiedad reductora de lipidos de
PT. En un estudio realizado por Hsu et al., (2012), encontraron que PT redujo la
formacion de gotas lipidicas y la acumulacién de triglicéridos en pre adipocitos 3T3-
L1. Ahora se sabe que PT regula la expresién genética de la Adiponectina, la cual
modula varios procesos metabdlicos tales como: regulacion de la glucosa y la
oxidacion de acidos grasos (Diez e Iglesias, 2003). Algunos autores concluyen que
PT tiene efecto anti-adipogénico sobre los pre adipocitos y adipocitos (Hsu et al.,
2012). Estudios previos como el de Arichi et al., (1982) demostraron en ratas y
ratones que, PT inhibe la acumulacion de colesterol y triglicéridos en higado de
ratas, y reduce la sintesis de triglicéridos en higado de ratones.

Los hallazgos anteriores revelan que es posible que PT al ser un analogo de Resy,

el cual tiene efecto antioxidante y reductor de lipidos, asi como tomando en



consideracion que éste ultimo ha demostrado tales efectos y ha sido estudiado en
embriones bovinos PIV, el efecto antioxidante, anti cancerigeno y reductor de lipidos
de PT podrian ser evaluados en embriones ya que éstos efectos han sido
demostrados en otras lineas celulares como son en: glandula mamaria, vejiga, a
nivel cardiovascular, en pulmones (McCormack y McFadden, 2013) y efecto

reductor de lipidos en la linea celular 3T3-L1 en ratones (Hsu et al., 2012).



1.1.- JUSTIFICACION

La gran demanda en el mundo de animales de alto valor genético ha llevado al uso
de mejores y mas novedosas técnicas para la PIV de embriones. Las técnicas se
han ido modificando y se han hecho cada vez mas eficientes, mas simples, mas
practicas y de menor costo. La PIV de embriones es una técnica que hace posible
que un ovulo inmaduro se pueda madurar, fertilizar y los resultantes embriones
desarrollarse bajo condiciones de laboratorio, siendo posible la produccidon de
grandes cantidades de embriones a un precio inferior al de su produccion bajo
condiciones in vivo. Los embriones PIV pueden ser transferidos en fresco o ser
conservados mediante diferentes técnicas como lo son la refrigeracion, la
congelacion y la vitrificacion, pero estos son muy sensibles a las técnicas de
congelacion convencional, en parte debido a que contiene una mayor concentracion
de lipidos y a una menor viabilidad y numero celular en comparacion con los
embriones producidos in vivo, lo que reduce su viabilidad. Por muchos afos los
grupos de investigadores dedicados a la PIV de embriones han tratado de imitar las
condiciones fisioldgicas que ocurren bajo condiciones in vivo (en una vaca) a
condiciones de laboratorio. Esta situacion ha llevado a que se piense en optimizar
los medios ya sea, el de maduracion, fertilizacion y desarrollo embrionario para
obtener mejores tasas en la producciéon de blastocistos. Se ha reportado que, la
capacidad que tiene un ovocito para desarrollar hasta la fase de blastocisto depende
principalmente de la calidad intrinseca del ovocito, pero el blastocisto resultante no
asegura que sea de buena calidad. Por otra parte, las condiciones del medio de
cultivo son cruciales para la calidad de los embriones PIV y esto es afectado
principalmente: por la composicion de los medios de cultivo embrionarios. Por
muchos afos la optimizacién de los medios de cultivo se ha dado mediante la
adicién de alguna(s) molécula(s) que tenga efectos benéficos sobre el desarrollo
embrionario. La principal desventaja que presentan los embriones PIV es la cantidad
excesiva de gotas lipidicas, situacidon que los hace menos tolerantes a los
procedimientos de la criopreservacién. También se ha reportado que, la generacién

de ROS es una problematica que se presenta en las diferentes etapas de la PIV de



embriones, ahora se sabe que, éstas pueden ser producidas durante la aspiracion
folicular, busqueda de ovocitos, retiro de células cumulares (CC) etc. Lo anterior ha
llevado a que los embriones PIV presenten grandes desventajas ante sus
contrapartes producidos in vivo. Ante esta situacion se piensa que la
suplementacion, principalmente del medio de desarrollo embrionario con alguna
molécula que tuviera efecto benéfico inhibiendo la sintesis de lipidos y ROS, como
lo es el PT, podria resultar en la produccién de embriones mas competentes y con

mejores posibilidades de ser criopreservados con éxito.



1.2 HIPOTESIS

La suplementacion con Pterostilbene al medio de cultivo embrionario temprano
(CDM1) y tardio (CDM2) tiene un efecto sobre el desarrollo y la calidad de los

embriones bovinos producidos in vitro.



1.3 OBTETIVO GENERAL

1.

Evaluar el efecto de la suplementacién con PT al medio de cultivo
embrionario temprano (CDM1) y tardio (CDM2), sobre la calidad y desarrollo

de embriones bovinos PIV.

1.4 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Evaluar el efecto de las concentraciones de 0, 3, 9, 27, 81 y 243 (uM) de PT
en un estudio preliminar sobre el porcentaje de embriones divididos, de mas
de 6 células, la produccién embrionaria y acumulacion de lipidos en el

citoplasma de embriones bovinos producidos in vitro.

Evaluar el efecto de las concentraciones mas bajas: 3, 1, 0.33, 0.11 y 0 (uM)
de PT sobre el porcentaje de: embriones divididos, embriones de mas de 6
células, blastocistos en el dia 7 y 8, embriones en estadios post-

compactacion en el dia 7 y acumulacion de lipidos.

Evaluar el efecto de las concentraciones mas bajas: 3, 1, 0.33, 0.11 y 0 (M)
de PT sobre el numero de células de la masa celular interna, células del

trofoectodermo y células totales de los embriones bovinos PIV.

Evaluar el efecto de las concentraciones de 0.33 y 0 (uM) de Pterostilbene
sobre la generacion de particulas positivas de ROS en los embriones bovinos
PIV y el porcentaje de blastocistos en el dia 7 en dos concentraciones de O2
(5y 20%).
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2.- REVISION DE LITERATURA

2.1 PRINCIPALES PROCESOS INVOLUCRADOS EN LA PIV DE
EMBRIONES.

2.1.1 MADURACION In vitro

La MIV es una técnica que involucra la obtencién de ovocitos inmaduros por medio
de la aspiracion de foliculos ovaricos antes de completar su crecimiento in vivo y su
cultivo desde el estadio de vesicula germinal (GV) en la profase |, a la etapa de
metafase Il (Mll). El término MIV fue empleado por primera vez en la década de
1930 por el Dr. Gregory Pincus cuando realiz6 investigacion en esta area y llevé a
cabo la recuperacion de ovocitos inmaduros de foliculos ovaricos de conejo,
reportando en 1935 la reanudacion exitosa de la meiosis a la etapa de Ml (Revisado
por Bavister, 2002).

La maduracion del ovocito es un evento fisiologico que incluye tanto la maduracion
nuclear como la maduracion citoplasmatica. Poco antes del nacimiento de una
hembra bovina, los ovocitos sufren arresto meiético en profase | de la primera
division meidtica, permaneciendo asi hasta que son estimulados por el pico
preovulatorio de la hormona LH, para reanudar la meiosis, justo antes de la
ovulacion. El concepto de maduracion nuclear hace referencia a la reanudacion de
la meiosis y a la subsiguiente ruptura de la vesicula germinal (GVBD) a MIl, mientras
que, la maduracién citoplasmatica se refiere a la preparacion del citoplasma del

ovocito para la fertilizacién y desarrollo embrionario (Cha y Chian, 1998).

El ovocito y las células del cumulus estan acoplados por uniones comunicantes. Los
factores inhibidores de la meiosis son transportados desde las células del camulus
al ovocito para mantener el arresto meidtico. Algunas evidencias sugieren al
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) como un inhibidor potencial de la
reanudacion meidtica (Albertini y Carabatsos, 1998; Calder et al., 2003). Se sabe
que la LH provoca la disociacién de las células del cumulus del ovocito, terminando
asi el flujo de las sustancias inhibidoras de la meiosis en el ovocito (Cha y Chian,

1998; Calder et al., 2003). La maduracién citoplasmatica implica los eventos

11



fisiolégicos que preparan al ovocito para la activacion, la fertilizacién y el desarrollo.
Durante este proceso, las moléculas de ARN y proteinas se acumulan en el
citoplasma para regular la meiosis de los ovocitos y el desarrollo embrionario
temprano hasta la activacion del genoma embrionario (De Sousa et al., 1998). La
maduracion citoplasmatica incompleta es un factor de riesgo para la formacién de
pronucleo masculino e incrementa las anormalidades cromosomicas después de la
fertilizacion (Thibault et al., 1975; Krentz et al., 2011).

Los ovocitos necesarios para la MIV son recuperados de foliculos antrales
inmaduros y posteriormente son madurados in vitro con hormonas, FSH y LH
principalmente (Calado et al., 2011). Después de la recuperacion de ovocitos, los
complejos cumulus-ovocitos (COCs) deberan ser evaluados y seleccionarlos para
ser sometidos a la maduracion. Aquellos ovocitos que muestran varias capas
cumulares y con citoplasma homogéneo son considerados para tal procedimiento,
ya que se sabe que muestran mayor capacidad de desarrollo embrionario (Calado
etal., 2011).

En conclusion, el término de “maduracion in vitro” se refiere a la maduracién en un
medio de cultivo de ovocitos inmaduros después de su recuperacion, derivados de
foliculos ovaricos que pudieron o no haber sido expuestos a FSH, pero no fueron
expuestos a LH o gonadotropina coridénica humana (hCG) antes de la recuperacion

para inducir la reanudacion meiotica (Cha et al., 1991).

Los ovocitos maduros pueden ser clasificados morfolégicamente de acuerdo con
Palma (2001) en los siguientes criterios.
1. Sin expansion.

2. Mala expansiéon de las células del cumulo (células del cumulo parcialmente
densas y picnoticas).

3. Cumulo moderadamente expandido (células del cumulo y de la corona radiada
sueltas y la Zona Pelucida [ZP] no es claramente visible).

4. Cumulo completamente expandido (células del cumulo y de la corona radiada
completamente expandidas, ZP claramente visible).
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2.1.2 FERTILIZACION In vitro

La fertilizacion se define como un proceso de la reproduccion de tipo sexual en que
se lleva a cabo la unién de un ovocito y un espermatozoide y comienza cuando el
semen es depositado el en tracto reproductor femenino. La fertilizacion de un
ovocito comprende una serie de eventos que ocurren en un orden cronoldgico y que
llevan a la incorporacion del material genético del espermatozoide en el citoplasma

del ovocito, dando origen a la formacion de un cigoto (Alberts, 2002).

La fertilizacion es un evento fisiolégico en el cual los gametos haploides, el
espermatozoide y el ovulo, se unen para producir un individuo diploide
genéticamente distinto (Talbot et al., 2003). Después de la MIV, los ovocitos estan
listos para ser fertilizados. Esto implica la co-incubacién de los ovocitos con los
espermatozoides en condiciones (medio de cultivo, temperatura, humedad, pH) que
favorecen dicha union. En la mayoria de los casos se lleva a cabo la co-incubacion
durante 18 horas, aunque la mayoria de los eventos fisiolégicos de la fertilizacion

es completada durante las primeras 12 horas de co-cultivo (Hasler y Barfield, 2014).

Después de la eyaculacion, los espermatozoides son moéviles, pero no adquieren la
capacidad para fertilizar a un ovocito (Visconti et al., 2002). Los cambios que un
espermatozoide debe de experimentar antes de adquirir la capacidad fertilizante se
denominan colectivamente como: capacitacion espermatica (Visconti et al., 2002).
El desafio para quienes realizan FIV es imitar las condiciones fisioldgicas in vivo,
proporcionando a los espermatozoides un ambiente propicio para la capacitacion

espermatica (Hasler y Barfield, 2014).

El agente principal, adicionado al medio, que induce la capacitacion espermatica in
vitro, es la heparina (Parrish, 2014). La heparina ayuda a la eliminacion de los
componentes anti-capacitacion del plasma seminal, adheridos a la superficie de los
espermatozoides, mediante la union a proteinas y estimulando el flujo de salida de
colesterol y fosfolipidos (Parrish, 2014). Otros agentes capacitantes presentes en el

medio incluyen la cafeina, un inhibidor de la fosfodiesterasa, bicarbonato de sodio,
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que induce la proteina quinasa A responsable de cambios en la arquitectura de los
lipidos; adenosina, que interactua con los receptores de membrana y aumenta el
AMPc intracelular; y ROS tales como el anion superéxido, peroxido de hidrégeno, y
el 6xido nitrico que activan a la membrana para desencadenar los mecanismos
intracelulares incluyendo la fosforilacion de la proteina tirosina (Breininger et al.,
2010).

Previo a la exposicion de los espermatozoides con los agentes capacitantes del
medio arriba mencionados, el semen es sometido a un proceso de centrifugacion a
través de gradientes de concentracion de particulas de silice coloidales (Percoll®),
que ademas de retirar agentes anti-capacitacion de la membrana del

espermatozoide, permite la separacion de espermatozoides anormales y muertos.

El método comunmente utilizado para la preparacion de los espermatozoides para
la FIV, es la centrifugacion a través de un gradiente de concentracion de Percoll al
45% sobre una concentracién al 90%. El semen o el contenido de una pajilla
descongelada se coloca sobre las capas en la parte superior del gradiente y se
centrifuga a 800 G durante 15-20 minutos (Hasler y Barfield, 2014). Un método
alternativo para aislar los espermatozoides intactos y capacitados, es un "swim up",
el cual consiste en permitir a los espermatozoides nadar hacia arriba del gradiente
del albumina, donde finalmente se aspiran después de un periodo de tiempo (Hasler
y Barfield, 2014).

2.1.3 CULTIVO EMBRIONARIQO in vitro

La industria ganadera se ha visto beneficiada con el desarrollo de las biotecnologias
reproductivas, tales como la PIV y esto ha favorecido la creacion de animales
genéticamente superiores. A pesar de que los embriones PIV todavia muestran
desventajas frente a los producidos in vivo, principalmente en términos de calidad
embrionaria (Boni et al., 1999). Se han realizado varias modificaciones a los medios
de cultivo embrionario con la finalidad de llevar a cabo la optimizacion del desarrollo
embrionario y con esto lograr mejores tasas de produccion de embriones de buena
calidad (Swain et al., 2016).
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Se sabe también que las condiciones de cultivo embrionario tienen un papel
fundamental en la tasa de division celular, la activacion del genoma, compactacion
del embrion, entre otras caracteristicas (Moore et al., 2007). Se ha reportado que
las condiciones el medio de cultivo embrionario afectan negativamente la calidad de
los embriones en la mayoria de las especies de mamiferos (Rizos et al., 2002b).
Este efecto negativo sobre la calidad embrionaria ha llevado mejorar las

formulaciones de los medios para obtener embriones de mejor calidad.

Al llevar a cabo nuevas formulaciones para el desarrollo embrionario es necesario
tomar en consideracion la fisiologia y metabolismo del desarrollo embrionario, para
tener la seguridad de que los nuevos sistemas de cultivo cumplan con los
requerimientos fisioldgicos que el embrion demanda (Gardner, 2008). El cultivo
embrionario es el ultimo paso de la PIV. Este proceso involucra 6 dias de cultivo,
desde el momento en que los embriones estan en fase de cigotos (embrion de1

célula) hasta que éste se convierte en blastocistos (Hasler y Barfield, 2014).

Ademas de los medios de cultivo, hay otras variables que influyen en la cantidad y
calidad de los embriones que se producen. La calidad morfolégica de los ovocitos
refleja en cierta medida su capacidad para desarrollarse en blastocistos (Sirard et
al., 2006), pero son las condiciones de cultivo embrionario las principales
responsables de la calidad del embrién (Goovaerts et al., 2011). Por tal motivo es
importante que los medios de cultivo embrionario estén formulados con moléculas
de composicion definida, ya que de esta manera se puede saber como es que el
medio esta teniendo un impacto en el desarrollo embrionario (Gardner y Lane,
2003). Algunos medios de cultivo embrionario secuenciales tales como G1.2y G2.2
han sido una opcién para el CIV. Estos medios fueron formulados para satisfacer
las necesidades del embridon de acuerdo a su etapa de desarrollo y ademas prevenir
el estrés intracelular y con esto mejorar la viabilidad de los embriones (Lane et al.,
2003). El uso de sistemas de co-cultivo se utilizé en épocas pasadas, con resultados
variables (Hasler y Barfield, 2014).
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La mayoria de los laboratorios cuentan con la infraestructura necesaria para
elaborar sus propios medios de cultivo (Swain et al., 2016). Una ventaja de las
mejoras realizadas a los sistemas de cultivo embrionario ha sido la optimizacion en
la produccion de embriones y desarrollo de mayor competencia post-transferencia,

que pueden ser utilizados con fines de investigacion (Hansen y Block, 2004).

Los sistemas que se basan en componentes definidos, es decir, libres de
componentes sanguineos o de constituyentes celulares han sido utilizados sobre
todo por la ventaja que representa asegurar control de calidad, repetibilidad y control
sanitario. Existen medios quimicamente semi-definidos, eso quiere decir que la
mayoria de los compuestos son quimicamente definidos, a excepcion de la
albumina (Keskintepe y Brackett, 1996), pero se sabe que la albumina le confiere al
medio mayor capacidad para llevar a cabo el desarrollo embrionario (Thompson y
Peterson, 2000). Finalmente, las condiciones de cultivo pueden ser modificadas y
esto puede provocar un impacto importante en la calidad de los embriones, pero no
hay que olvidar que, la optimizacion en los medios de cultivo asegura mayor
produccion de blastocistos y esto solo se producen mediante la mejora de la calidad

del sistema de cultivo (Lonergan y Fair, 2008).

2.2 IMPORTANCIA DEL OVOCITO EN LA PIV DE EMBRIONES

El ovocito es una estructura muy compleja que debe experimentar un conjunto de
cambios intracelulares para adquirir la capacidad de ser fertilizado y de soportar el
desarrollo embrionario temprano, hasta la activacion del genoma del embrién. Se
ha reportado que la maduracién del ovocito, es una fase que involucra cambios, el
acumulamiento de productos de transcripcion y de traduccion en el ooplasma (RNA
y proteinas), pero también existe una fase corta y esta fase incluye la re-
programacion intracelular, la cual le va a conferir al ovocito el desarrollo de su

competencia (Picton et al., 1998).
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Durante este proceso fisiolégico de cambios intracelulares, el ovocito debera
experimentar modificaciones morfolégicas, es decir, debera crecer y pasar por
diferentes etapas de su desarrollo. Los cambios que experimenta el ovocito le
permitiran incrementar la energia y la sintesis de acidos nucleicos, los cuales son
necesarios para el desarrollo del ovocito, pero también seran pre-requisito para que
el ovocito logre reanudar la meiosis y el desarrollo de su competencia. Son varios
los aspectos que involucran la adquisicion de la competencia de los ovocitos,
actualmente estos aspectos han sido investigados a detalle debido a que el objetivo
ha sido imitar las condiciones que ocurren in vivo bajo un modelo in vitro (Fair, 2003),
sin embargo se requiere mas investigacion acerca de la fisiologia del ovocito en el

proceso de maduracion.

La adquisicion de la competencia del ovocito se ha definido como: la habilidad del
ovocito para reanudar la meiosis, aceptar a los espermatozoides para llevar a cabo
la fertilizacién, divisién post-fertilizacion y soporte del desarrollo embrionario para la
obtencidén de crias sanas (Sirard et al., 2006), sin embargo el déficit en la adquisicion
de la competencia del ovocito tiene como resultado baja tasa de fertilizaciéon y menor
desarrollo post-fertilizaciéon. Moussa et al., (2015) concluyeron que, un ambiente
inapropiado para el crecimiento y maduracion del ovocito, tanto in vivo como in vitro

es critico si lo que se pretende es asegurar la calidad del ovocito.

Sirard et al., (2006), enlistaron lo que para ellos serian los cinco niveles que
resumen el significado del concepto “competencia del ovocito”.

(1) Capacidad del ovocito para reanudar la meiosis.

(2) Capacidad de division después de la fertilizacion.

(3) Capacidad para desarrollar a la fase de blastocisto.

(4) Capacidad para inducir una gestacion y llevarla a término.

(5) Descendencia sana.

Las células de la granulosa también juegan un papel fundamental en el desarrollo
de la competencia del ovocito y su calidad intrinseca, esto es debido a que, el

microambiente folicular y las sefalizaciones maternas estan reguladas por las
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células de la granulosa y por las CC, principalmente. Estas células son las
responsables de la nutricion y crecimiento del ovocito, asi como son las que regulan

en parte la adquisicion de la competencia del ovocito (Prates et al., 2014).

Las células de la granulosa y cumulares reflejan las caracteristicas del ovocito (Uyar
et al., 2013), es decir una funcion importante de los COCs es su habilidad para
transportar sustratos pequefos, nutrientes y metabolitos entre las células somaticas
(células cumulares) al interior del ovocito (Hudson et al., 2014). Las uniones Gap
son las principales rutas para transferir aminoacidos, sustratos de energia y
segundos mensajeros desde las CC al interior del ovocito (Bornslaeger y Schulz,
1985). En otras palabras, existen intercambios bidireccionales entre los ovocitos y
las CC que involucran el transporte de nutrientes y moléculas reguladoras y esta
retroalimentacion es crucial ya que determina la adquisicion de la competencia del
ovocito, la expansién de las CC, y el desarrollo embrionario temprano (Prates et al.,
2014), lo cual hace deducir que un ovocito de buena calidad es aquel que se
encuentra rodeado de varias capas de CC (De Loos et al., 1989), por lo tanto, esto

le va a conferir mayores posibilidades de adquirir competencia de desarrollo.

Uno de los principales retos en los laboratorios de reproduccion asistida es la
adquisicién de la competencia de desarrollo de los ovocitos (Moussa et al., 2015).
Ha sido reportado que, el origen del ovocito y principalmente el ambiente en el que
el ovocito crecid (Lequarre et al., 2005), influye de manera significativa en la
adquisicién de la competencia del ovocito. Como se menciond anteriormente, la
capacidad que tiene el ovocito para desarrollar a fase de blastocisto, es uno de los
cinco niveles que definen el concepto de “competencia del ovocito”. La capacidad
para desarrollar a blastocisto, es una de las principales referencias que utilizan la
mayoria de los laboratorios para decir si el ovocito muestra competencia de
desarrollo (Sirard et al., 2006). En teoria se sabe que, todo ovocito fertilizado
deberia de desarrollar a la fase de blastocisto en los 6 dias posteriores a la

fertilizacion, siempre y cuando las condiciones de cultivo embrionario sean las
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adecuadas y que cumplan con los requerimientos fisiolégicos del embrion en ese

momento de desarrollo (Sirard et al., 2006).

Actualmente es bien sabido que, la capacidad para mantener los primeros dias de
desarrollo embrionario, estan influenciados por el estado folicular del cual se obtuvo
el ovocito lo que indica que este potencial de desarrollo es inherente para
determinados ovocitos (Sirard et al., 2006). Esto quiere decir que habra una mayoria
de embriones que no van a llegar a la fase de blastocisto, en su lugar van a
experimentar un “bloqueo”, en un momento muy cercano a cuando se da la fase de
transicion del control por los productos de transcripcion del ovocito al control por el
genoma del embrion. Este evento ocurre en bovinos en una fase de 8 células, es
decir la activacion del genoma embrionario (Barnes y First, 1991), citado por (Sirard
et al., 2006). Lo anterior conduce a que se podria especular que los ovocitos
incompetentes fracasaran para conseguir una apropiada activacion del genoma

embrionario.

Finalmente la capacitad que tenga el ovocito para experimentar la division sera el
potencial intrinseco caracteristico de los ovocitos que han completado su
crecimiento, ya que esto puede ocurrir en ausencia de la fertilizacién y puede darse
de manera espontanea o ser logrado mediante un estimulo (corriente eléctrica,
etanol). Por otra parte todavia no esta claro cuando ocurren los eventos que rodean
las primeras divisiones post-fertilizacion. Cuando no ocurre la divisién, no esta claro
si es consecuencia de un espermatozoide disfuncional que no tuvo la capacidad
para activar al ovocito o el propio ovocito no tiene la capacidad para experimentar

la primera division celular (Sirard et al., 2006).

La evaluaciéon de cientos de presuntos zigotos que no experimentaron division
celular 36 horas post-inseminacion indicé que la mayoria no fueron fertilizados y
una pequefa proporcion tuvo espermatozoides con descondensacion incompleta o
pronucleos asincronicos. Esto lleva a la conclusion de que una cierta subpoblacion

de ovocitos de tamano completo recuperados de ovarios obtenidos a partir de
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material de rastro, son incompetentes para desencadenar de manera subsecuente

los procesos seguidos a la fertilizacion y division (Sirard et al., 2006).

Por otra parte, se ha publicado que, ovocitos derivados de foliculos grandes son
mas competentes que aquellos derivados de foliculos pequefios (Lonergan et al.,
1994). Se sabe también que un mayor porcentaje de ovocitos madurados in vivo
alcanzan la fase de blastocisto comparados con aquellos PIV (Rizos et al., 2002a).
Los ovocitos experimentan cambios significativos que juegan un papel importante
en la adquisicion de su competencia para el desarrollo. Un numero de cambios ultra-
estructurales y moleculares ocurren durante el desarrollo de los ovocitos y han sido
vinculados con el desarrollo de su competencia (Assey et al., 1994a; Hyttel et al.,
1997). También, la MIV ha sido asociada con ciertas anormalidades en el ovocito
(Hyttel et al., 1989).

A pesar de las investigaciones en términos de incrementar la produccion de
blastocistos de ovocitos inmaduros, la calidad de los embriones PIV, en términos de
supervivencia seguida de la criopreservacion (CP) se ha sido éptima. Actualmente,
el obstaculo principal asociado con el uso extensivo de esta tecnologia es la menor
capacidad de los embriones PIV para sobrevivir a la CP. De acuerdo con la
literatura, la reducida criotolerancia de los embriones PIV se asocia con frecuencia

a su alto contenido de lipidos citoplasmaticos (Sudano et al., 2011a).

Esta crio-tolerancia reducida esta asociada frecuentemente con la acumulacion de
gotas lipidicas en el citoplasma de los embriones (Abe et al., 2002; Rizos et al.,
2002a; De La Torre-Sanchez et al., 2006a; Mucci et al., 2006; Barcelo-Fimbres y
Seidel 2007a). Algunas caracteristicas tales como la pérdida de blastémeros y el no
desarrollo embrionario a la descongelacién son indicadores de que los embriones
PIV son altamente sensibles al proceso de CP, el cual esta reflejado en la baja tasa
de concepcion comparado con aquellos embriones producidos in vivo (Sudano et
al., 2011a). Aunque no esta claro hasta ahora como se produce la acumulacién de

lipidos, se piensa que estos pueden ser incorporados a las células del embridn,
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directamente del medio de cultivo, cuando éste es, suplementado con SFB (Rizos
et al., 2002b); o como resultado de alteraciones del metabolismo energético del
embrion que afectan la funcion mitocondrial, reduciendo procesos de pre oxidacion
de lipidos (beta-oxidacion) y promoviendo la sintesis de lipidos complejos, lo que
lleva a la disminucidén tanto en la calidad del embridn y la supervivencia después de
la CP. En este contexto, PES es un reductor de electrones de NADPH, lo que
favorece el metabolismo de los monosacaridos por vias alternas como el ciclo de
las pentosas y también inhibe la sintesis de acidos grasos, se ha utilizado para

aumentar la criotolerancia de los embriones PIV (Sudano et al., 2011b).

Algunas de las teorias que tratan de explicar el acimulo de gotas lipidicas en el

citoplasma del embrion son las siguientes:

(i) el embrion es inducido para realizar la neosintesis de triglicéridos debido a la
presencia de suero en el medio (Abd El Razek et al., 2000), (ii) el embrién es capaz
de absorber lipidos del medio de cultivo, particularmente bajo condiciones en la que
existe una fuente rica de lipidos (suero), (iii) se ha postulado que la acumulacion de
lipidos es el resultado de la falta de capacidad mitocondrial para metabolizar los
complejos lipidicos a través de la beta oxidacion (De La Torre-Sanchez et al.,
2006a).

Por su parte, los blastocistos PIV difieren en cuanto a calidad con los embriones
producidos in vivo, principalmente en caracteristicas morfolégicas y fisiologicas
(Enright et al., 2000; Crosier et al., 2001). Los embriones bovinos PIV difieren de
aquellos producidos in vivo en muchos aspectos importantes (Wright y Ellington,
1995) incluyendo un citoplasma mas oscuro, baja densidad (Pollard y Leibo, 1994),
mas triglicéridos y menos lipidos de otras clases (Abd El Razek et al., 2000),
blastomeros hinchados (Van Soom et al., 1992), una zona pelucida mas fragil (Duby
et al., 1997), una mas baja tasa de crecimiento y mayor sensibilidad térmica (Leibo

y Loskutoff, 1993), diferencias en la comunicacion celular (Boni et al.,1999), y una
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mas alta incidencia de anormalidades cromosdémicas (Slimane et al., 2000), los

cuales pueden contribuir a un incremento en la sensibilidad al crio-dafio.

A pesar de las incontables mejoras hechas a los sistemas de PIV de embriones, los
embriones PIV claramente no son un producto adecuado para ser incorporados
como germoplasma en los sistemas productivos de animales. La razon es que este
tipo de embriones son todavia anormales, comparados con los embriones
producidos in vivo. Algunos investigadores han encontrado muy complicado recrear
o imitar las condiciones fisioldgicas que ocurren en el ambiente del oviducto y utero,
por lo que no es sorprendente que todavia hay cuestiones técnicas que complican
la utilidad de esta tecnologia para los sistemas de produccion animal (Hansen y
Block, 2004). Aunque los medios para PIV intentan en lo posible imitar las
condiciones fisioldgicas in vivo, las condiciones in vitro no son capaces de sustituir
las caracteristicas fisioldgicas del utero y oviducto. Los requisitos del metabolismo
variables de un embrién en desarrollo estdn mejor emulados por los cambios

dinamicos de la propia secrecion del oviducto (Bavister, 1995).

2.3 INTENTOS PARA MEJORAR LA PRODUCCION EMBRIONARIA

La aplicacion de la tecnologia de PIV de embriones ha involucrado el desarrollado
de sistemas de cultivo adaptadas a cada laboratorio dedicados a la PIV de
embriones que tenga buenos resultados y éxito en la produccion de embriones
bovinos, llegandose a alcanzar porcentajes de produccion de blastocistos cercanos
al 40% (Gordon, 1994), con respecto al numero inicial de ovocitos madurados. En
las ultimas décadas, ha habido grandes avances en los sistemas de PIV, sin
embargo, la calidad de los embriones PIV es inferior que la de aquellos producidos
in vivo (Abe et al., 2002). Por otra parte el tamafio folicular del cual proviene el
ovocito tiene un papel fundamental en el desarrollo de su competencia, Rizos et al.,
(2002b) encontraron que los ovocitos provenientes de foliculos > 6 mm resultaron
en significativamente mas blastocistos comparados con aquellos ovocitos
provenientes de foliculos entre 2-6 mm; sin embargo, el nUmero de ovocitos que se

pueden obtener de foliculos de mas de 6 mm es mucho menor que los que se
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pueden aspirar de foliculos mas pequefios, por ello lo practico es buscar vias para
la adecuada maduracion de ovocitos colectados de foliculos pequefios (2 a 6 mm).
Por varios afios se ha tratado de encontrar las condiciones ideales que imiten las
condiciones fisiologicas del ambiente uterino y del oviducto para la PIV de
embriones que asegure la misma calidad que los embriones producidos in vivo en

términos de calidad y sobrevivencia después de la CP (Rizos et al., 2002b).

Rizos y colaboradores Rizos et al., (2002b) ensayaron una serie de combinaciones
de maduracion in vitro e in vivo y tamafio de foliculo a partir del cual se obtiene el
ovocito, para encontrar el procedimiento adecuado para la obtencién de embriones
de igual calidad en términos de produccién de blastocistos y supervivencia después

de la vitrificacion.

En este experimento, evaluaron la importancia de los eventos que rodean la
maduracion de 4 grupos de ovocitos; utilizando (1) ovocitos inmaduros de foliculos
de 2-6 mm de ovarios provenientes de rastro, (2) ovocitos inmaduros de foliculos de
> 6 mm de ovarios provenientes de rastro, (3) ovocitos inmaduros recuperados
mediante aspiracion folicular guiada por ultrasonido (OPU) justo antes del pico de
la LH y (4) ovocitos madurados in vivo recuperados por OPU; los cuales fueron MIV
(con excepcion del grupo 4), FIV y CIV. “No hubo diferencias en la tasa de division
del ovocito seguida de la FIV o en la produccion de blastocistos en el dia 6,
independientemente del origen del ovocito. Sin embargo para el dia 7 y 8 mas
blastocistos desarrollaron de ovocitos madurados in vivo comparados con aquellos
que fueron recuperados justo antes del pico de LH o con aquellos ovocitos de

foliculos de 2-6 mm.

Por su parte los ovocitos de foliculos grandes resultaron en una produccion de
blastocistos intermedia; a pesar de que los ovocitos madurados in vivo tuvieron una
mas alta produccién de blastocistos con respecto a los otros grupos, la cinética de

la division embrionaria exhibida por ellos fue mas baja (Rizos et al., 2002b). En
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términos de calidad del blastocisto no hubo diferencias en la tasa de eclosién o

supervivencia de los blastocistos entre los 4 grupos”.

Los resultados muestran que los ovocitos madurados in vivo son mas competentes
comparados con aquellos madurados in vitro, como también lo mencionan (van de
Leemput et al., 1999). Por su parte Assey et al., (1994b) reportaron que los ovocitos
bovinos aspirados de foliculos dominantes antes del pico de la LH muestran
alteraciones en su morfologia nuclear y citoplasmatica que de acuerdo a los autores
son un pre-requisito para la adquisicidn de su competencia completa. Esto indicaria
que no solo la maduracion final del ovocito es significativa (es decir el proceso
ocurre entre el pico de LH y la ovulacién), pero también el periodo que precede el
pico de la LH puede ser importante en el establecimiento de la competencia de

desarrollo.

Enright et al., (2000) y Jimenez et al., (2001) en un intento por seguir disefiando un
procedimiento que involucre la produccién de embriones en combinaciones con las
formas in vitro e in vivo, encontraron que la produccién de blastocistos de ovocitos
MIV y FIV no resultaron afectados independientemente de si el cultivo fue llevado a
cabo in vitro o in vivo en el oviducto de oveja, es decir, observaron que el cultivo en
oviducto ligado de oveja resultd en una produccion similar de blastocistos con el
CIV. Es posible evitar las condiciones inadecuadas del CIV mediante la incubacién
de gametos y embriones en los oviductos por un lapso reducido. Tal vez lo ideal
podria ser, llevar a cabo un sistema que incluya tanto el modelo in vivo e in vitro
(Wetscher et al., 2005).

Asi, Wetscher y colaboradores (2005), transfirieron gametos asi como embriones
en varias fases de desarrollo a oviductos ligados de borrega, siendo estos
recuperados en el dia 7 mediante lavado de oviductos y cuernos uterinos. La tasa
de blastocistos fue determinada en el dia 7 y en el dia 8. El disefio experimental
incluyo la transferencia de COC's en vaquillas previamente inseminadas (grupo
COC's), transferencia de COC's madurados in vitro simultdneamente con
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espermatozoides capacitados (grupo GIFT), transferencia de embriones MIV y FIV
en un estadio de desarrollo de 4-8 células (grupo en estado de divisiones iniciales)
y un grupo control, es decir unicamente embriones PIV. Los resultados indican que
el cultivar los 6vulos y embriones MIV y FIV en condiciones in vivo en oviducto
bovino tiene una influencia positiva en el desarrollo subsecuente (pre-implantacion).
Adicionalmente, queda evidenciado que la MIV y FIV no pueden ser sincronizados
(Wetscher et al., 2005). La introduccién de sistemas de CIV de embriones bovinos
para la obtencion de blastocistos puede ser altamente eficiente. Esto sugiere que
esta practica podria ser un buen sistema para producir embriones bajo condiciones
apropiadas para superar los mecanismos fisiologicos durante la PIV asi como la

produccion de embriones con fines comerciales (Wetscher et al., 2005).

2.4 INTENTOS PARA OPTIMIZAR LOS MEDIOS DE CULTIVO
EMBRIONARIO Y PRODUCCION EMBRIONARIA

De La Torre-Sanchez et al., (2006a) reportaron que el tratamiento con PES
incrementd el metabolismo de la glucosa, tendioé a incrementar el flujo de la PPP
(Ruta las Pentosas Fosfato) de la glucosa y redujo la acumulacion de lipidos de
embriones producidos en un medio quimicamente semi-definido. El uso de PES en
medios de cultivo puede ser un enfoque prometedor para la mejora de la PIV (De
La Torre-Sanchez et al., 2006a). Barcelé-Fimbres y Seidel (2007), encontraron que
el CIV de embriones en el medio CDM adicionado con PES, el cual reduce el
contenido lipidico citoplasmatico, mejord la criotolerancia de los embriones bovinos

y la supervivencia de los blastocistos post-criopreservacion.

Algunos trabajos realizados con el propdésito de lograr tasas altas de sobrevivencia
y eclosion de blastocistos bovinos PIV después de la congelacion o vitrificacion, han
llevado a probar otros agentes capaces de reducir la acumulacién de lipidos en el
embrion PIV, como es el caso de la adicion de 10 uM de forskolina, un agente
lipolitico que tiene un efecto directo sobre los lipidos en los embriones. Pryor et al.,
(2009) evaluaron esto en embriones bovinos PIV sometidos a congelacion lenta

(CL) o vitrificacion (VT). Los resultados indican que la adicién de 10 uM de forskolina
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al cultivo 24 horas antes de la congelacién de embriones bovinos Brahman PIV en
el dia 7 puede aumentar la tasa de supervivencia y eclosion de los blastocistos
(Pryor et al., 2009).

El oviducto es un érgano anatomico muy complejo con células epiteliales activas
(Bauersachs et al., 2003), el cual proporciona los requisitos ambientales propios
para el desarrollo adecuado del embrion. Se ha logrado obtener blastocistos los
cuales fueron cultivados en oviductos de: bovino, ovino y conejos (Galli et al., 2003)
a partir de ovocitos madurados y fertilizados in vitro. Las elevadas concentraciones
de P4 no afectan la habilidad del embrién temprano para alcanzar el estadio de
blastocisto in vivo (Carter et al.,, 2010), pero provoca cambios sutiles en el
transcriptoma del embridon que pueden estar asociados a una mayor elongacion del
embridén post-eclosion (Carter et al., 2010). Finalmente se ha demostrado que la
adicién de P4 al medio de cultivo no afecta la proporcion de zigotos MIV/FIV que
desarrollan al estadio de blastocisto en condiciones in vitro y no afecta el crecimiento
del embridén después de la TE a vaquillas receptoras sincronizadas (Clemente et al.,
2009).

Por otra parte Block et al., (2009), reportaron que, la adicion de 1mg/ml de hialurona
al medio de cultivo SOFm mejoré la produccién de blastocistos, la supervivencia
después de la vitrificacion y la supervivencia de embriones frescos en la fase de
morulas y blastocistos post-transferencia. Block et al., (2010), compararon dos
medios de cultivo SOF modificado y BBH7, los embriones cultivados en BBH7
incrementaron el desarrollo a la fase de blastocistos en el dia 7 y resultaron en
mayor tasa de eclosidn post-calentamiento comparado con los embriones cultivados
en SOFm.

En ese mismo estudio no hubo diferencias en el porcentaje de vacas gestantes entre
las vacas que recibieron IATF y aquellas que recibieron un embrién vitrificado (Block
etal., 2010). Leivas et al., (2011) reportaron que el CIV en el medio SOFaaci + BSA

+ SFT mejoré la produccidn de blastocistos y los embriones de calidad 1, agregar
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2% de SFT al medio de cultivo incremento la eficiencia de los embriones bovinos
PIV del tipo racial Bos indicus. En un estudio con embriones Bos indicus (Nelore) la
adiciéon de PES al medio de cultivo SOFaa, ya sea en los dias 2.5 o 4, redujo la
acumulacioén lipidica (P<0.05) e incremento la re-expansion del blastocele después
de la vitrificacién, pero solo el uso de 2.5% de SFT y la adicion de PES en el dia 4,
incrementd la supervivencia de los embriones PIV después de la vitrificacion
(Sudano et al., 2011a).

En un estudio realizado por Sudano et al., (2011a), ellos evaluaron el efecto de la
adicién de PES al medio de cultivo y SFT sobre la ultra-estructura de los embriones
bovinos PIV; los embriones cultivados sin SFT presentan mas restos celulares en el
espacio peri vitelino y en el blastocele, indicando pérdida de blastomeros. En otro
estudio realizado por Sudano et al., (2011b) utilizaron embriones de tipo racial Bos
indicus y encontraron que el uso de PES pudo reducir el numero de gotas lipidicas
e incrementar el numero mitocondrial en embriones producidos en suero. El PES
disminuy6 el contenido lipidico e incrementé el numero de mitocondrias sin afectar
el desarrollo y ultra estructura de los embriones bovinos PIV. Los autores concluyen
que PES, un reductor de electrones en NADPH, favorece las rutas de pentosa-
fosfato ademas de inhibir la sintesis de los acidos grasos en los medios de
desarrollo durante el CIV (Sudano et al., 2011b).

En otro estudio, Wang et al., (2014) reportaron que el uso de 10" M de melatonina
en el medio de cultivo CR1aa incrementé la tasa de divisidén asi como la produccion
de blastocistos en el dia 7. Estos resultados indicaron que la melatonina aceleré el
desarrollo de los embriones in vitro ademas de que redujo la mortalidad de los
embriones después de la vitrificacion. Salzano et al., (2014) encontraron que la
suplementacién del medio SOF con 0.5 uM de Resv durante el CIV mejor¢ la calidad
de los embriones bovinos PIV por su mayor resistencia a la criopreservacion. La
suplementacién del medio de cultivo CR1 aa con 1, 3, 5 yM de GSH promovi¢ el
desarrollo embrionario y mejoré la calidad de los blastocistos mediante el
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incremento intracelular de GSH y la disminucion de las concentraciones

intracelulares de ROS en las fases de division tempranas (Wei-Jun Sun et al., 2015).

Los intentos por mejorar la produccion embrionaria, asi como lograr la optimizacion
de los medios de cultivo embrionario para asegurar que los embriones PIV sean de
calidad similar a los producidos in vivo, se han documentado desde hace mas de
dos décadas y actualmente sigue siendo un tema de investigacién. El principal reto
de los investigadores es poder formular el medio de cultivo que imite muy
cercanamente los eventos moleculares y fisiolégicos tal y como suceden en
condiciones in vivo. El éxito en este reto traeria como resultado saber definir todos
los requerimientos del medio que el ovocito y zigoto necesitan para obtener

blastocistos de buena calidad (Combelles et al., 2009).

2.5 PTEROSTILBENE

2.5.1 GENERALIDADES DE PTEROSTILBENE

Remsberg et al., (2008) reportaron que Pterostilbene (PT) (trans-3,5-dimetoxi-4
'hidroxiestilbeno; C16H1603), es un componente quimico que ha sido clasificado
como un bencilideno, es decir, es un estilbeno y es una fitoalexina, el cual es un
componente natural de varias plantas del género Pterocarpus (arandanos, hojas de
Vitis vinifera y en uvas). Se sabe también que PT es un analogo de Resveratrol
(Resv) (Rimando et al., 2002), esto quiere decir que PT tiene efectos celulares
similares al Resv. Algunos estudios han reportado que PT tiene algunas ventajas
sobre el Resv, principalmente debido a la estructura quimica de éste ultimo. La
molécula de PT tiene dos grupos metoxilo y un grupo hidroxilo, mientras que la
molécula de Resv tiene tres grupos hidroxilo. Estas caracteristicas o diferencias
estructurales hacen que PT sea mas lipofilico comparado con el Resv. En humanos
la vida media de PT en suero es de 105 minutos comparado con solo 14 minutos de
Resv. También se sabe que la biodisponibilidad es mayor para PT (McCormack y
McFadden, 2012).
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Se reportado que, PT es uno de los principales componentes del duramen de
Pterocarpus marsupium (PM), el cual es usado como medicamento para el
tratamiento de la Diabetes mellitus (DM) (Manickam et al., 1997; Roupe et al., 2006;
Lin et al., 2009). Por mucho tiempo se ha establecido que PT tiene funciones
similares a las de Resv (McCormack y McFadden, 2012), en este sentido; Resv
demostrd en un estudio llevado a cabo, principalmente en ratas y ratones inhibir la
acumulacién de colesterol y triglicéridos en higado de ratas, asi como reducir la

sintesis de triglicéridos en higado de ratones (Arichi et al., 1982).

Se ha reportado que Resv previene la lipo-peroxidacion inducida por Fe2+ en
higado de rata (Stivala et al., 2001), asi como inhibe la peroxidacion de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) en humanos (Frankel et al., 1993). En un estudio realizado
por Olas et al., (1999) se reportdé que Resv tuvo la capacidad de llevar a cabo la
inhibicion de la producciéon de ROS en plaquetas de porcinos, Io mismo se ha
encontrado en macrofagos de murino (Martinez y Moreno, 2000). Una de las
principales propiedades antioxidantes de Resv que ha sido demostrada es su accion
sobre la eliminacién de radicales libres en 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)
(Stivala et al., 2001), asi como la inhibicién de la oxidacion del citronelal (Stivala et
al., 2001). Por la similitud entre Resv y PT, es posible que los efectos y acciones de
este ultimo sean similares a Resv, lo que conduce a deducir que los efectos para

PT sean como los previamente descritos.

Finalmente se sabe que PT pertenece al grupo de fitoquimicos que ahora han sido
clasificados como estilbenos, cuya biosintesis ocurre como un mecanismo de
defensa de las plantas ante situaciones de estrés bidtico y abidtico, como pueden
ser: una infeccion por bacterias virus u otro microorganismo, una infestacion por
insectos, estrés por el calor y exposicién a rayos ultravioleta (Langcake y Pryce,
1977).

Por medio de un mecanismo de reaccion facilitada de O-metiltransferasa, Resv
puedo convertirse a PT, ambas moléculas son muy similares a nivel estructural, sin
embargo PT es mas biodisponible con un 80% comparado al Resv con solo un 20%

(Kapetanovic et al., 2011). PT es mas lipofilico que Resv y ésta caracteristica se
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debe a los grupos metoxilo que tiene PT (Cichocki et al., 2008). Los principales
metabolitos de Resv detectados en el plasma son el resveratrol-3-O-sulfato y el
resveratrol-3-O-glucurénido, y se ha estimado que aproximadamente la mitad de
estos metabolitos se une a las proteinas plasmaticas (Burkon y Somoza, 2008), sin

embargo no se han reportado metabolitos para PT.

PT al ser un compuesto natural y antioxidante proveniente de los arandanos, tiene
mayor biodisponibilidad en comparacion con otros compuestos de estilbeno, lo cual
puede mejorar su beneficio al incluirlo en la dieta y posiblemente, contribuir al
descubrimiento de efectos clinicos mucho mas valiosos de los hasta ahora
conocidos (McCormack y McFadden, 2013). La identificacion de PT como una
fitoalexina de las hojas de Vitis vinifera fue realizada en 1977 (Langcake et al.,
1977). McCormack y McFadden (2013) han demostrado la actividad antioxidante de
PT bajo modelos in vitro e in vivo, ilustrando beneficios tanto preventivos como
terapéuticos, como son:

e Agente anticancerigeno.

e Participa activamente en la modulacion de la enfermedad neuroldgica.

¢ Anti-inflamatorio.

e Atenuacion de la enfermedad vascular.

e Participa como un agente que conduce a una mejoria en pacientes con

diabetes.

En modelos in vitro PT inhibe la proliferacion cancerigena mediante la alteracion del
ciclo celular, inhibe la induccidn de la apoptosis y de la metastasis. En modelos in
vivo, PT inhibe la tumorigénesis y metastasis con una toxicidad insignificante.
También se ha demostrado que PT es eficaz como un inductor de la capacidad
antioxidante en multiples lineas celulares del cancer, es decir participa como un
componente anti-cancerigeno (McCormack y McFadden, 2012). Ademas de lo
anterior, PT muestra un efecto antidiabético y agente reductor de lipidos (Cichocki
et al., 2008).
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Los efectos anti-cancerigenos de (PT) han demostrado inhibir el crecimiento de
células cancerigenas, induccion de la apoptosis de células cancerigenas, inhibicion
de la necrosis y de la autofagia. Ademas, PT inhibe la adhesion, invasion y
metastasis de diversas células cancerosas (Ying-Jan Wang y Rong-Jane Chen,
2014). El hecho de que PT sea estructuralmente similar al Resv en su efecto
antioxidante y reductor lipidico (Kapetanovic et al., 2011), servira para explicar los
efectos que sean encontrados en la produccion in vitro de embriones bovinos al

suplementar los medios de cultivo con PT.

2.5.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE PTEROSTILBENE

Se ha reportado que PT funciona como un agente antioxidante eficaz. Los efectos
antioxidantes de PT se atribuyen a su estructura unica que reduce las ROS
extracelulares, mientras que el Resv neutraliza las ROS intracelulares (Perecko et
al.,, 2008). Este efecto permite la utilizacion de PT en contra de las ROS
extracelulares, ya que éstas ultimas son las responsables de los dafios ocasionados
en los tejidos. Se han realizado varios estudios en células sanguineas en donde se
han evaluado los efectos antioxidantes de PT combinado con el Resv. Los
resultados han indicado que PT solo puede proteger la membrana de los eritrocitos
en contra de la lipo-peroxidacién y cuando se combina con Resv a una
concentracion mas baja indujo un efecto protector sinérgico en la lipo-peroxidacion;
sin embargo, a una concentracién elevada, induce un efecto protector adicional

evitando la arteriosclerosis (Mikstacka et al., 2010).

Se ha encontrado que PT reduce el estrés oxidativo (OS) y la produccion de ROS,
tales como H202 y Oz, que estan implicados en la iniciacién y la patogénesis de
varios procesos de enfermedad (Adly, 2010). Ademas, varias lineas celulares
tratadas con PT han demostrado una mayor expresién de los antioxidantes como:
catalasa, GSH, GPx, GR y SOD (McCormack y McFadden, 2013). Bajo un modelo
in vitro, se ha reportado que PT tiene actividad antioxidante, el cual es muy similar
a la activad que ejerce Resv. En algunos estudios se ha demostrado que PT limpia
los radicales en 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) Manickam et al., 1997). También
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se sabe que PT inhibe los radicales derivados del Peroxilo: 2,2 -azobis (2-
amidinopropano) (ABAP), al igual que lo hace el Resv (Rimando et al., 2002).
(Stivala et al., 2001) reportaron que PT ejerce un efecto protector en contra de la
peroxidacion lipidica (degradacion oxidativa de los lipidos), a través de la reduccion
de la produccion de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico (TBARS) en un
61% en fibroblastos humanos. Por otra parte (Rimando et al., 2002) reportaron que
PT fue mucho mas potente para reducir el dafio oxidativo en concentraciones
comparables al Resv, lo que supone efectos similares, pero con mayor potencia a
favor de PT. Sin embargo se ha demostrado que PT es mas eficiente que
Resveratrol (McCormack y McFadden, 2012).

2.6 EFECTOS ANTIOXIDANTES DE PTEROSTILBENE EN DIFERENTES
TIPOS CELULARES:

2.6.1 GLANDULA MAMARIA

El tratamiento de las células cancerigenas de glandula mamaria con PT ha
mostrado que tiene un efecto en la alteracion de la actividad celular oxidativa que
puede jugar un papel importante en la muerte celular mediada por PT (McCormack
y McFadden, 2013). Se ha demostrado tanto in vitro como in vivo que PT ejerce
efectos anti-cancerigenos, ya que se ha encontrado que la exposicion a arandanos
inhibié el cancer de mama, tanto en condiciones in vitro e in vivo. Los efectos anti-
cancerigenos de PT estan asociados con su capacidad antioxidante (McCormack y
McFadden, 2013). También se demostrd por Chakraborty y colaboradores que el
tratamiento con PT aumentd la actividad antioxidante de Glutation Peroxidasa, asi
como la produccion de H202 y oxigeno singlete indicando un mecanismo de
apoptosis inducido por ROS, el cual se cree que es el mecanismo de accion principal
en contra de las células cancerigenas (Chakraborty et al., 2010; Chakraborty et al.,
2012).
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El mecanismo de accion de PT en contra de las células cancerigenas parece ser
por medio del incremento en la produccion de Oz, el cual se piensa que podria
facilitar la despolarizacion de la membrana mitocondrial desencadenando la
apoptosis intrinseca derivada mitocondrialmente. Algunos estudios han revelado un
incremento en la produccion de Oz en una concentracion dependiente, el incremento
en la despolarizacién mitocondrial y la asociacion con la liberacion de caspasa
indicando apoptosis. Mannal (2010), reporté que el tratamiento con PT incremento
la liberacion de caspasa y la produccion de Oz en las células cancerigenas de

mama.

En un comienzo las investigaciones concluyeron que los arandanos contenian un
componente quimico que tenia la capacidad de llevar a cabo la modificacion de las
rutas carcinogénicas de las células del cancer de mama. Ahora se sabe que PT
ejerce un efecto anti-cancerigeno sobre el cancer de mama por medio de la
alteracion de multiples rutas cancerigenas tanto en condiciones in vivo e in vitro. Del
mismo modo las rutas carcinogénicas que son inhibidas por el tratamiento con PT
son similares a las rutas que son alteradas por el jugo de arandanos, haciendo
convincente que PT es el componente primario y responsable de los efectos anti
carcinogénicos del tratamiento con arandanos en el cancer de mama (McCormack
y McFadden, 2013).

2.6.2 EFECTO DE PTEROSTILBE A NIVEL CARDIOVASCULAR

En un estudio realizado por Ahmet et al., (2009), en la que alimentaron ratas durante
un periodo de tres meses con una dieta enriquecida con arandanos, este grupo
experimental tuvo un 22% menor al promedio de infarto al miocardio el cual fue
medido 24 horas después de la ligadura de la arteria coronaria descendente
izquierda en comparacién con ratas alimentadas con una dieta control (Ahmet et al.,
2009). Una posible explicacion de las diferencias en los resultados cardiacos puede
ser debido al efecto de antioxidantes de los componentes derivado de los arandanos
lo que lleva a una cardio-proteccién. El supuesto se apoya en los reportes de otros

investigadores, quienes han reportado que los cardiomiocitos de ratas alimentadas
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con arandanos exhiben un incremento del 24% en el limite de la permeabilidad
mitocondrial inducida por ROS, de este modo disminuye la probabilidad de la

apoptosis en células isquémicas (Ahmet et al., 2009).

La suplementacion con arandanos también mostro reducir la produccién intracelular
de ROS inducida por H202 en células endotelias microvasculares en humanos
(Youdim et al., 2002). Finalmente, PT ha demostrado varios beneficios protectivos
en contra de la aterosclerosis a través de la regulacidon de las células del musculo
liso vascular (VSMCs) y células endotelias vasculares (VECs). En estudios
experimentales, las VSMCs tratadas con PT exhibieron una reduccion en la
proliferacion inducida por Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF)
(Park et al., 2010).

2.6.3 EFECTOS DE PTEROSTILBENE EN EL METABOLISMO

Los efectos de PT han sido estudiados principalmente en una enfermedad
ampliamente conocida: La Diabetes mellitus (DM), la cual es una enfermedad
metabdlica que consiste en la regulacidn ineficaz de la insulina, llevando a la
alteracién del metabolismo de los carbohidratos, proteinas y grasa (Nolan et al.,
2011).

Grover et al., (2005) reportaron niveles mas bajos de hiper-insulinemia, hiper-
triglicemia y una prevencion total de la hiper-glicemia, bajo un tratamiento con PM
en ratas que habian sido alimentadas con una dieta alta en fructosa. Manickam et
al., (1997), evaluaron los efectos anti-glicémicos de PT proveniente de PM en un
modelo de rata, reportando que PT (via oral) disminuy6é las concentraciones
plasmaticas de glucosa en un 42% y el peso corporal en un 20%. Pari y Satheesh,
(2006) y Satheesh y Pari, (2006), reportaron que el tratamiento por via oral de PT
por un periodo de seis semanas, resultd en la disminucion de los niveles plasmaticos
de glucosa en un 56% y los niveles de insulina se vieron incrementados. En otras
palabras, PT tiene efectos muy parecidos a la insulina en varios tejidos (Manickam
et al., 1997).
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Por otra parte la hemoglobina glucosilada (HbA2c), la cual se ha definido como un
marcador de la hiper-glicemia cronica, bajo un tratamiento a base de PT se ha visto
reducida, pero también las enzimas gluco-neogénicas glucosa-6-fosfatasa vy
fructosa-1, 6-bifosfatasa han disminuido su expresién bajo este mismo esquema de
tratamiento con PT (McCormack y McFadden, 2013), es decr, PT mejora el

metabolismo de la glucosa.

Por otra parte, se ha reportado que PT disminuyd el crecimiento de la poblacién
celular, formacién de gotas lipidicas y acumulacion de triglicéridos en pre adipocitos
3T3-L1 (Hsu et al.,, 2012). Las células 3T3-L1 tienen una morfologia similar a
fibroblastos, pero, en condiciones apropiadas, las células se diferencian en un

fenotipo similar al de los adipocitos) (Green y Kehinde, 1975).

Rimando et al., (2005) reportaron que la expresion genética de los “receptores
activados de proliferacion de los peroxisomas” (PPAR) y, regula el almacenamiento
de los acidos grasos y el metabolismo de la glucosa, pero también se sabe que los
genes que son activados por PPAR gamma son los responsables de la absorcion
de lipidos y de la adipogénesis por células grasas (Jones et al., 2005), resistina
(factor de secrecion especifico de tejido adiposo), sin embargo la sintetasa para los

acidos grasos son alterados por PT.

Rimando et al., (2005) reportan que las concentraciones plasmaticas de las
Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL) del colesterol disminuyeron en un 29% en
hamsteres hiper colesterolémicos cuando se les alimenté por via oral con 20 ppm
de PT y una disminucién del 14% en los niveles plasmaticos de la glucosa

comparado con los grupos controles (Rimando et al., 2005).

2.6.4 ACTIVIDAD DE PTEROSTILBENE SOBRE LA SINTESIS DE LiPIDOS

En un estudio realizado por Hsu et al., (2012), evaluaron el efecto de PT sobre la
proliferacion celular y la adipogénesis en células 3T3-L1. Los autores reportan que
PT tuvo la capacidad para disminuir el crecimiento de la poblacién celular y pudo

provocar el arresto del ciclo celular en la fase G2/M (el cual es un periodo de
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crecimiento celular y sintesis rapido de proteinas, periodo durante el cual las células
se preparan para llevar a cabo la mitosis) en pre-adipocitos 3T3-L1. También se
reporta que durante ese periodo que comprende la diferenciacion de los adipocitos,
PT pudo inhibir la formacién de gotas grasas y la acumulacion de triglicéridos
usando una dosis de 10 pM. Los autores suponen que PT tiene la capacidad de
inhibir la actividad de Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GDPH), el cual es una
enzima que aumenta la velocidad de oxidacidon de glicerol-3-fosfato a
dihidroxiacetona fosfato y esta ultima es la responsable de la biosintesis de los
lipidos. También es un importante contribuyente de electrones a la cadena de
transporte de electrones en la mitocondria, ademas de que juega un papel
importante en la biosintesis de lipidos en un 61%. En ese mismo estudio se reporta
que PT tiene la funcion de poder atenuar la expresion de la proteina PPAR gamma,
durante el periodo de diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1. También se sabe que
PT lleva a cabo la inhibicion de la acumulacion lipidica en la fase de diferenciacion
de los adipocitos 3T3-L1.

Ahora se sabe que PT regula la expresidn genética de la Adiponectina, la cual
modula varios procesos metabdlicos tales como: regulacion de la glucosa y la
oxidacion de acidos grasos (Diez e Iglesias, 2003), ademas de llevar a cabo la
regulacion negativa de la expresion genética de leptina, resistina y sintasa de acidos
grasos (FAS) en la diferenciaciéon de los adipocitos 3T3-L1. Los autores concluyen
que PT tiene efecto anti-adipogénicos sobre los pre adipocitos y adipocitos (Hsu et
al., 2012).

2.7 RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO

El concepto de estrés oxidativo (OS), se usa generalmente cuando el numero de
factores que inducen la oxidacion, es decir factores “oxidantes”, sobrepasa en
numero a los agentes antioxidantes (Agarwal et al., 2003), cuando se desarrollan
productos de la peroxidacion (Spiteller, 1993) y finalmente cuando todo lo anterior
origina trastornos patolégicos sobre la célula (Janssen et al., 1993). Se ha definido
al estrés oxidativo como un desbalance entre la produccion y acumulacién de ROS

o RNS (Especies Reactivas de Nitrogeno) y los mecanismos antioxidantes (Da
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Costa et al., 2012) y la habilidad del organismo celular para llevar a cabo una
eliminacion de éstas o para reparar rapidamente el dano que causan (du Plessis et
al., 2008). Otra definicion aceptada del OS es, la elevacion de los niveles estables
y fisiologicos de ROS que han excedido la capacidad de los mecanismos de defensa
del organismo celular (du Plessis et al., 2008). Sies en 1985 definié al estrés
oxidativo como: la alteracion en el equilibrio pro-oxidante-antioxidante en favor de

los primeros (du Plessis et al., 2008).

La mayoria de las formas de vida mantienen un ambiente tolerable a las ROS dentro
de la célula, que les permite llevar a cabo funciones biolégicas vitales. Se ha
reportado que la produccion controlada de ROS tienen un papel en el proceso de la
fisiologia de la reproduccion tales como: la sefializacién hormonal, maduracion del
ovocito, foliculogénesis, esteroidogénesis ovarica y funcion de las células
germinales (Guérin et al., 2001). Sin embargo algunos procesos originan disturbios,
lo que provoca efectos negativos sobre el balance entre la produccion de ROS y la
habilidad de la célula para contrarrestar el efecto, esto causa efectos toéxicos a
través de la produccion de peroxidos y radicales libres que van a dafar la mayoria
de los componentes celulares, incluyendo proteinas, lipidos y dafio al ADN (Schafer
y Buettner, 2001). Los estragos que causa el estrés oxidativo sobre la célula,
dependen en gran medida de los cambios o disturbios que originan las ROS sobre
los organulos celulares y la capacidad que tenga la célula para superar esos
cambios, asi como recobrar su estado fisiolégico normal. Ahora se sabe que la
muerte celular puede ser provocada en casos severos de estrés oxidativo. También
se sabe que la oxidacidon moderada puede desencadenar la apoptosis, pero un
estrés oxidativo excesivo, tendra la capacidad de provocar necrosis celular. Los
radicales libres y los peroxidos, son los principales responsables de los estragos

celulares provocados en la célula (du Plessis et al., 2008).

El OS esta involucrado en diferentes ambientes reproductivos que pueden ser:
endometriosis,  foliculogénesis, maduracion  del ovocito, hidrosalpinx,

necrozoospermia, astenozoospermia y el dafio en el ADN de los espermatozoides
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(Agarwal et al., 2006). Actualmente se ha aceptado que los procedimientos
encaminados a la PIV de embriones no pueden imitar exactamente los eventos
moleculares y fisiolégicos que ocurren bajo condiciones in vivo. Hay multiples
factores bajo un esquema de PIV que pueden llevar a un incremento en el OS de
los gametos, luego entonces de los embriones, lo que llevaria a bajos resultados en

el éxito de las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA) (du Plessis et al., 2008).

Las ROS son entidades que estan siendo generadas durante varias reacciones
metabolicas celulares, asi como indirectamente del entorno de la célula. El
metabolismo aerdbico genera ROS que estan involucradas en los procesos
celulares: Anién Superoxido (O2-), Oxigeno Singlete ('02), Perdxido de Hidrogeno
(H202) y radicales Hidroxilo (*OH) (Agarwal et al., 2005) y Especies Reactivas de
Nitrégeno (RNS) como son: (Oxido Nitrico) NO y el Anién Peroxinitrito (ONOO™) que
han sido considerados como un subconjunto de las ROS. Los radicales libres son
moléculas que poseen electrones altamente reactivos y tienen la capacidad de llevar
a cabo reacciones en cadena de manera descontrolada. De manera normal, esto
esta regulado por antioxidantes, los cuales tienen la capacidad de llevar a cabo la
eliminacion y neutralizar a los radicales libres (Sikka et al., 2003), sin embargo la
elevacion de los niveles de ROS pueden mitigar la capacidad antioxidante de la
célula, lo que lleva al OS (Sikka et al., 2003).

Existen antioxidantes no enzimaticos y enzimaticos. Dentro de los antioxidantes no
enzimaticos estan: la vitamina C, taurina, hipotaurina, cisteamina y glutatidon
(Agarwal y Allamaneni, 2004). Mientras que, los antioxidantes enzimaticos son:
Superoxido Dismutasa, Catalasa y Glutation Peroxidasa etc. Se ha reportado que
los antioxidantes enzimaticos tiene un papel fundamental en la proteccién de los
gametos y embriones durante el proceso de la fertilizacién y detienen los cambios
patoldgicos que han sido provocados por el OS. Algunas TRA como la FIV e ICSI
tienen la desventaja de carecer de tales antioxidantes de forma natural y esto
provoca que los gametos y embriones queden expuestos a altos niveles de ROS y
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por ende a un alto OS comparado con aquel experimentado bajo condiciones de

fertilizacion y desarrollo embrionario in vivo (Gupta et al., 2010).

También se sabe que este desbalance es provocado por la incapacidad para reparar
el dafno resultante de la peroxidacion lipidica, dafio al ADN y apoptosis que ocurren
en la célula. Se ha establecido que durante los procedimientos que involucran las
TRA, hay fuentes de ROS tanto enddgenas y exdgenas. De manera endogena, los
gametos y el propio desarrollo embrionario pueden ser fuentes potenciales de ROS.
Algunas de estas fuentes exdgenas son: exposicion a la luz visible, composicion de
los medios de cultivo, el pH, temperatura, concentracion de oxigeno, centrifugacion
durante la preparacion espermatica, el proceso de congelacion y descongelacion de
los gametos y embriones y los mismos procedimientos que involucran la

manipulacion de gametos y embriones (Agarwal et al., 2014).

Se ha reportado que las ROS se pueden producir a partir de la ruta intracelular, la
cual es originada principalmente por los gametos y por una via extracelular, la cual
puede ser provocada por varios factores ambientales. Una fuente principal de OS
en los procedimientos de las TRA, es la generacién de ROS durante el periodo que
comprende la preparacion del semen, el cual es producido principalmente por los
espermatozoides inmaduros durante el proceso de la centrifugacién, por la ausencia
de anti-oxidantes en el plasma seminal o por la contaminacion con leucocitos. Todo
esto provoca que los espermatozoides que han sido preparados para la FIV,
experimenten un estrés oxidativo y la mayoria de los espermatozoides es muy
probable que ya tengan el ADN dafiado (Saleh et al., 2003). De manera similar, se
ha reportado que los ovocitos y embriones tienen la capacidad de incrementar los
niveles de ROS debido a su metabolismo y por la falta de un mecanismo

antioxidante, claro esta, bajo condiciones in vitro (Agarwal et al., 2006).

Los Radicales Libres (RL) van a generar ROS y finalmente OS. Los RL pueden ser
definidos como: aquellas moléculas o atomos que pueden ser organicos e

inorganicos y que se caracterizan por tener uno o mas electrones desapareados
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(Rakhit et al., 2013). Ahora se sabe que las ROS incluyen tanto a los radicales libres
y a los radicales no libres, los cuales son moléculas reactivas derivadas del oxigeno.
Las investigaciones han reportado que de manera continua se estan generando
ROS en el organismo y esto se debe a la vida aerdbica normal de las células o
grupos celulares, evento que ocurre durante los pasos intermedios de la reduccion
del oxigeno en la mitocondria. Se ha reportado que las ROS en altas
concentraciones causan toxicidad celular y tienen la capacidad de danar la habilidad
de los espermatozoides para fertilizar al ovocito. Pero, también se sabe que se
necesitan concentraciones fisiolégicas de ROS para llevar a cabo la regulacién de

algunas funciones de los gametos (Agarwal et al., 2014).

Al igual que otras células aerdbicas, los embriones y ovocitos son los principales
generadores de ROS, esto es debido a que usan el oxigeno para producir energia
por medio de la fosforilacion oxidativa en la mitocondria. Por otra parte se sabe que
las produccion de ROS se incrementa dentro de los embriones que estan siendo
cultivados en condiciones in vitro, comparado con aquellos producidos in vivo.
Todavia no se sabe si el incremento en la produccion de ROS en condiciones in
vitro sea provocado por cambios intrinsecos en el metabolismo embrionario 0 como
el resultado de una alta concentracion de Oz u otros factores ambientales. En las
TRA actuales como la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) no
esta todavia claro si las micromanipulaciones embrionarias podrian tener un efecto
sobre la incidencia de estrés oxidativo en general. Son necesarios mas estudios
para tener una idea clara de si existe un efecto sobre el metabolismo embrionario al
llevar a cabo algunos procedimientos que involucran a las TRA tales como: eclosion
asistida y biopsia embrionaria (Agarwal et al., 2006). Llevar a cabo la prevencion del
OS en los gametos, es una tarea muy importante, principalmente para el
mantenimiento de la funcién reproductiva. Se sabe que el aparato reproductor del
macho y de la hembra, poseen mecanismos de defensa antioxidantes, los cuales
les permiten minimizar el efecto danino de las ROS y mantener el equilibrio entre la
produccion de ROS y su neutralizaciéon, sin embargo esto no sucede bajo
condiciones in vitro (Agarwal et al., 2014).
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2.8 FUENTES DE ROS in vivo Y SU SIGNIFICANCIA CON LOS PROCESOS in
vitro.

2.8.1 ROS PROVENIENTES DEL OVOCITO

Los niveles fisioloégicos de ROS provenientes del tracto reproductor de la hembra,
tienen un papel importante en algunos aspectos fisiolégicos de la reproduccion.
Algunos de estos aspectos incluyen: la esteroidogénesis, maduracion del ovocito,
foliculogénesis, ovulacion y lutedlisis. Estudios recientes han demostrado que, la
calidad del ovocito esta correlacionada con niveles de 8-hidroxi-2 ' desoxiguanosina
(8-OHAG) en las células de la granulosa, el cual es un biomarcador del dafno al ADN
inducido por el OS. Se ha reportado que una pobre calidad del ovocito, tendra como
consecuencia deficiencias en el desarrollo embrionario. Los estragos que ejercen
los altos niveles de ROS incluyen: alteracion del citoesqueleto, alteracion de la
funcion de los microtubulos, dispersion cromosomal y aneuploidia (Agarwal et al.,
2014).

Investigaciones recientes han demostrado que el OS causa una la alteracion en la
formacion del huso acromatico del ovocito durante la metafase Il en ratones. Este
huso meidtico es importante, ya que es el responsable de mantener la organizacion
cromosomal. Por otra parte, la alteracion en el huso meidtico puede resultar en una
dispersion cromosomal, fracaso en la fertilizacién y pobre desarrollo embrionario.
Se ha reportado fuerte evidencia que sugiere que las ROS provenientes del ovocito

tienen un papel patolégico en FIV (du Plessis et al., 2008).

2.8.2 CELULAS CUMULARES Y ROS

Se ha investigado ampliamente la funcion de las Células Cumulares (CC) en la
generacion de ROS. Se ha reportado que un periodo de incubacion que involucra a
los ovocitos y espermatozoides por un tiempo prolongado, incrementa las
concentraciones de ROS (Tanghe et al., 2003). Se sabe también, que las CC
provienen de las células de la granulosa indiferenciadas. Por otra parte las CC

interactuan con el ovocito, asi como le proporcionan ayuda para el desarrollo y
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maduracidon del mismo y le proporcionan al ovocito un microambiente para minimizar
el dafio provocado por las ROS. Las CC tienen la capacidad de producir
antioxidantes, tales como: Superoxido dismutasa (SOD), cuya funcién principal es
proteger al ovocito del dafio inducido por ROS. Se ha reportado actualmente que,
altos niveles de SOD estan correlacionado con mejores resultados en los programas
de reproduccion asistida. Como se dijo previamente, niveles elevados de 8-OHdG
en las CC esta correlacionado con una tasa menor de fertilizacion y pobre calidad

embrionaria (Agarwal et al., 2014).

Algunas investigaciones en porcinos conducidas por Tatemoto et al., (2000),
reportaron que las CC juegan un papel protector en los ovocitos de cerdas,
protegiendo a los ovocitos de la apoptosis celular inducida por el OS. En este
estudio se llevdo a cabo el desnudamiento de los ovocitos porcinos y fueron
cultivados con hipoxantina-xantina oxidasa (XOD). Los resultados mostraron un
gran efecto protector a favor de las CC. Los ovocitos desnudados tuvieron el ADN
nuclear dafiado y mostraron apoptosis celular debido a la producciéon de ROS, como
consecuencia de estar desprovistos de CC. Esto no fue observado en ovocitos que
mantuvieron las CC, quienes unicamente mostraron estragos minimos como
consecuencia del estrés oxidativo. En conclusién, las CC tiene un efecto protector
sobre el ovocito durante la MIV y tienen la capacidad de sintetizar Glutatién total
(GSH), las concentraciones de este ultimo antioxidante han sido reducidas en

ovocitos desnudos (Combelles et al., 2009).

2.8.3 PRESENCIA DE ROS EN EL FLUIDO FOLICULAR

El fluido folicular es otro de los componentes relacionados al tracto reproductor
femenino en donde se ha reportado que existen concentraciones de ROS. Es
necesario recordar que este fluido es secretado, principalmente por células de
granulosa y de la teca. Los niveles bajos de ROS en el liquido folicular han sido
utilizados para predecir el éxito en las TRA bajo un modelo in vitro. De este modo,
un ambiente con bajos niveles de ROS en el liquido folicular, se esperaria mejores
resultados en procedimientos in vitro. Algunos estudios recientes llevados a cabo
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en mujeres, han reportado que el limite de referencia por arriba del cual la
produccion de blastocistos es pobre o insatisfactoria es alrededor de 107 cps/400ul
de liquido folicular. Se ha reportado que bajos niveles de ROS en el liquido folicular
ha sido correlacionado con mejores resultados en la tasa de FIV y mayor porcentaje
en la produccion de blastocistos de grado | y Il, asi como menor dafo al ADN. Lo
anterior no sucede en ambientes altos en ROS en el liquido folicular bajo un modelo

in vitro (Agarwal et al., 2014).

Actualmente las investigaciones en TRA han sido enfocadas para entender el papel
que juega el liquido folicular, ya que es una muestra facilmente disponible y se sabe
que influye de manera significativa en el desarrollo de los ovocitos. Existe evidencia
que apoya la premisa de que hay una relacion entre los mecanismos pro-oxidantes
en el liquido folicular y los predictores de la calidad de los ovocitos. Bajo este
concepto, en un estudio realizado por Attaran et al., (2000), se demostré una
correlacion negativa entre las altas concentraciones de ROS y la tasa de
gestaciones. Por otra parte Das et al., (2006) reporté que las altas concentraciones
de ROS en el liquido folicular estan correlacionadas con ovocitos de baja calidad y
pobre desarrollo embrionario. Aunque se sabe que las ROS son nocivas para las
células involucradas en la reproduccion, es necesario recordar tal y como se ha
dicho en lineas anteriores que se necesitan niveles fisioldgicos de ROS, los cuales

son necesarios para el desarrollo normal de los ovocitos (Combelles et al., 2009).

Esto quiere decir que los niveles fisiologicos de ROS estan relacionados con el
desarrollo sano y normal de los ovocitos, lo que le asegura a los ovocitos buena
calidad y luego entonces les confiere capacidad para desarrollar a blastocisto, pero
altas concentraciones de ROS generan OS y por ende el éxito en FIV es poco
probable (Attaran et al., 2000; Agarwal et al., 2003; Combelles et al., 2009).

El liquido folicular ademas de contener ROS, también contiene antioxidantes
(Pasqualotto et al., 2004). Se piensa que es la actividad de la enzima SOD la que

ejerce un efecto en contra del dafio oxidativo provocado por ROS, actuando como
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un eliminador de los radicales libres (Tatemoto et al., 2004). Bajo un modelo in vivo,
se ha reportado que en las etapas que involucran el metabolismo celular se generan
radicales libres y esto puede ser alguna sefalizacion para que el foliculo lleve a
cabo la formacion de algun tipo de defensa antioxidante. En condiciones in vitro, los
compuestos antioxidantes son y se han utilizado como suplementos en las etapas
que involucran la PIV de embriones, estos compuestos antioxidantes llevan a cabo

una funcién importante, eliminar a los radicales libres (Combelles et al., 2009).

2.8.4 ROS ORIGINADO POR LOS EMBRIONES

Los embriones y ovocitos tienen metabolismo aerdbico y por lo tanto esta
caracteristica es una fuente potencial para generar ROS, debido a que el
metabolismo aerodbico utiliza el oxigeno para producir energia a través de la
fosforilacion oxidativa en la mitocondria durante el desarrollo embrionario (Agarwal
et al., 2006). Por otra parte, el desarrollo embrionario involucra cambios en la
fisiologia del embrion, principalmente en las rutas del metabolismo energético
(Gonzalez-Flecha y Demple, 1999). El embridn poco a poco comienza a demandar
mas energia a medida que esta siendo CIV y esto trae como consecuencia que el
embridn deje de depender de la fosforilacon oxidativa para obtener energia, es
decir, experimenta un cambio de la dependencia de la fosforilacion oxidativa a la
glucdlisis para generar ATP (Gupta et al., 2010). El oxigeno tiene una funciéon muy
importante en el proceso de la fosforilacion oxidativa, ya que se necesita para llevar
a cabo la conversién de ADP a ATP. Este cambio es importante durante el desarrollo
embrionario, ademas también lo es durante la foliculogénesis y la maduracién del
ovocito. Sin embargo, esto trae consecuencias, ya que la participacion del oxigeno
durante este evento conduce a la formacion de ROS, el cual puede resultar téxico

para el desarrollo embrionario (Harvey et al., 2002).

Finalmente, se ha reportado que el rapido desarrollo embrionario produce energia
en forma de ATP por medio de la fosforilacién oxidativa en la mitocondria y la
glucdlisis. A medida que desarrolla el embridn, tiene la capacidad de producir ROS,

debido la demanda de energia por parte del embridon por medio de algunas vias
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como la fosforilacidn oxidativa, principalmente (Guérin et al., 2001). Se sabe que
existen ciertas etapas en donde la demanda de energia se incrementa, algunas de
estas etapas son: la activacion del genoma embrionario, la compactacion
embrionaria y la eclosiéon. (Gott et al., 1990). Algunos trabajos han reportado que
los embriones PIV muestran una produccion masiva de ROS comparado con
aquellos producidos in vivo (Goto et al., 1993; du Plessis et al., 2008). La exposicion
de los embriones a altos niveles de ROS tiene como consecuencia que la calidad
de los embriones sea pobre y también se sabe que el embrion puede experimentar
retardo y bloqueo del desarrollo embrionario (Agarwal et al., 2003; Agarwal et al.,
2014).

Se ha reportado que los embriones puestos en cultivo y que han estado expuestos
a altos niveles de ROS en el dia 1 del cultivo embrionario experimentan bajo
desarrollo y blastocistos morfoldgicamente anormales (du Plessis et al., 2008). La
exposicidén a oxigeno y como consecuencia a ROS puede tener un impacto negativo
en el desarrollo embrionario en mamiferos. Si la exposicion ocurre antes de la
compactacion embrionaria puede ocurrir un retardo en el desarrollo de los
embriones, el cual no puede ser re-establecido por el subsecuente cultivo a bajas

concentraciones de oxigeno (Wale y Gardner, 2010).

Rinaudo et al., (2006), reportaron que altas concentraciones de oxigeno tienen un
impacto negativo en la expresion genética e induce alteraciones en el proteoma de
los blastocistos (Katz-Jaffe et al., 2006). El uso de bajas concentraciones de oxigeno
durante el periodo de pre-implantacion puede mitigar los efectos negativos del
oxigeno. Los estragos que originan los altos niveles de ROS han traido como
consecuencia, llevar a cabo algunas alternativas para neutralizar o disminuir el
efecto nocivo provocado por las ROS en los embriones. Finalmente, se ha
considerado usar medios de cultivo para embriones que estén suplementados con
antioxidantes, los cuales podrian tener la funcién de eliminar las ROS que estén en

exceso y que son originados por el propio desarrollo embrionario (Lampiao, 2012).
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2.9 FUENTES DE ROS PRODUCIDOS BAJO LOS PROCEDIMIENTOS in
vitro

2.9.1 LUZ VISIBLE

Las ROS son producidas también por factores exdgenos, los cuales pueden ser
dificiles de controlar. Un factor del ambiente in vitro que puede ser una fuente
potencial de ROS, es la luz visible, la cual produce un estrés fotodinamico que
provoca la oxidacion de los lipidos insaturados y esteroles dentro de las
membranas, lo que va conducir a la formacion de perdxidos con consecuencias
dafinas para los gametos y embriones (Girotti, 2001). Algunos estudios han
reportado que una exposicion a la luz visible por periodos de tiempo cortos, tienen
la capacidad de incrementar los niveles de H202 en embriones de ratén,
simultaneamente se ha postulado que esto podria suceder en embriones de otras

especies (Agarwal et al., 2006).

Otros estudios, realizados también con la finalidad de conocer los efectos
perjudiciales de la luz visible en el desarrollo embrionario in vitro, han reportado que
ésta provoca dafo al colesterol y a los lipidos insaturados que estan contenidos en
las membranas celulares, como consecuencia del estrés oxidativo que se genera
(Girotti, 2001). EI OS, resultado de los efectos de la exposicidn a la luz visible, tendra
otras consecuencias detrimentales como el incremento en el dafio al ADN.
Actualmente, como un método para disminuir los efectos perjudiciales de la luz
visible durante los procedimientos in vitro, algunos investigadores han instalado

filtros de luz fluorescente en sus laboratorios (Nakayama et al., 1994).

Es inevitable exponer a los gametos y embriones a la luz visible durante el manejo
de los mismos; y es que la longitud de onda que puede causar este efecto
detrimental va de 400 a 700 nm vy, esta luz puede provenir del microscopio, la
luminosidad del mismo laboratorio o de la luz del dia proveniente de los rayos
solares (Agarwal et al., 2014). Es importante resaltar que, si bien la luz visible es

detrimental, es necesario tener en cuenta que la duracién de exposicién, intensidad
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y la composicién del espectro de la luz, son factores que determinan el grado de

afectacion que van a sufrir los gametos y embriones (Ottosen et al., 2007).

Por otra parte, luz ultravioleta (UV) tiene efectos negativos en la célula como
resultado de la mayor produccion de ROS y el consecuente OS. Minimizar la
exposicion al espectro de la luz visible y la UV, pueden llevar a una mejoria en los
resultados de los procedimientos in vifro, ya que estas condiciones de baja

exposicion a la luz se aproximarian a las condiciones in vivo (Gupta et al., 2010).

Como ya se menciono, la exposicion a la luz visible es dafino para los gametos y
embriones, todavia no queda claro cuan grande deberia ser el periodo de exposicion
para que esto provoque generacion de ROS y que sean considerados “niveles
patolégicos”. Sin embargo, se ha reportado que una simple exposicién transitoria es
suficiente para generar niveles altos de H202, otros investigadores han reportado
que son necesarios 5 minutos de exposicién a la luz visible para alcanzar efectos

detrimentales en gametos y embriones (Nakayama et al., 1994).

2.9.2 ROS PROVENIENTES DEL MEDIO DE CULTIVO EMBRIONARIO

El medio de cultivo embrionario es una fuente potencial de factores que pueden
conducir a una sobreproduccion de ROS y el consecuente OS. Se ha reportado que
los niveles altos de ROS en el medio de cultivo embrionario, tienen la capacidad de
provocar dano al ovocito y el desarrollo embrionario puede resultar afectado
(Agarwal et al., 2006). En humanos se sabe que, la composicidn de los medios que
son usados para llevar a cabo la maduracion de los ovocitos y aquellos que son
utilizados para el cultivo embrionario tiene una influencia directa sobre la calidad
embrionaria (Agarwal et al., 2014). También se ha reportado que los iones metalicos
como el Fe?+ y Cu?+ contenidos en los medios de cultivo desencadenan reacciones
que van a generar ROS dentro de las células (Guérin et al., 2001). Sin embargo,
ante estas inconveniencias, se ha pensado en la adicion de agentes quelantes como
el EDTA, el cual se ha reportado que tiene la capacidad de capturar estos iones
metalicos y asi reducir la formacién de ROS (Nasr-Esfahani et al., 1992). Por otra
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parte la mayoria de los medios usados en los procedimientos in vitro son
suplementados, una de las macromoléculas mas utilizadas es la albumina, el uso
de la albumina en los medios in vitro, podria contribuir a la acumulacion de la carga
de oxigeno, lo que resulta perjudicial para los gametos y embriones (Agarwal et al.,
2014).

Tal y como se ha mencionado, los aditivos o suplementos para los medios que son
usados para la PIV de embriones, pueden ser inductores para la generacion de
ROS. La albumina sérica es un compuesto frecuentemente utilizado ya que se ha
reportado que muestra propiedades antioxidantes (Alvarez y Storey, 1983). Sin
embargo, las preparaciones séricas, las cuales se utilizan cuando se lleva a cabo la
suplementacion de los medios, contienen altos niveles de amina oxidasa, el cual
conduce a un incremento en la produccion de H202 (Shannon, 1978; Agarwal et al.,
2006). Finalmente, se ha pensado en la suplementacion de los medios, con
antioxidantes. Existe una amplia gama de agentes antioxidantes tales como:
isoflavonas, acido ascorbico, taurina, hipotaurina, genisteina, a-tocoferol que
pueden ser usados para llevar a cabo la suplementacion de los medios de cultivo

embrionario.

En teoria esto llevaria a reducir el riesgo de que las células sufran un OS y dafio a
los gametos (Lampiao et al., 2012). Se ha reportado que la vitamina E, tiene efecto
protector para los gametos durante el proceso de la lipo-peroxidacion (Jain et al.,
2000), esto podria ser tomado en cuenta al realizar los procedimientos in vitro que
involucran la generacion de ROS cuando se trabaja con gametos. También se sabe
que existe una correlacién entre los niveles altos de ROS en el medio de cultivo con
el dafio provocado en el desarrollo de blastocistos, division y fertilizacion (Bedaiwy
et al., 2004).

El reto actual de la mayoria de los investigadores es poder disefar el medio de
cultivo mas adecuado para la PIV de embriones que reuna todos los componentes

necesarios para simular el ambiente como originalmente es bajo condiciones in vivo,
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de lograr lo anterior, es muy probable que se puedan reunir todos los requerimientos
que el ovocito necesita para llegar a ser un blastocisto de buena calidad (Combelles
et al., 2009).

2.9.3 PHY TEMPERATURA COMO FUENTES DE ROS

El pH del medio es otro factor que genera ROS y después OS. Es necesario hacer
hincapié que los cambios en el pH afectan de manera significativa la homeostasis
intracelular, si el pH se desvia del valor neutro de 7 en mas de una unidad hacia
arriba o hacia abajo, es altamente probable que la homeostasis resulte afectada.
Como resultado de este evento, la célula no tendra el ambiente adecuado para llevar
a cabo tareas sumamente importantes tales como: sintesis de proteinas, funcién

mitocondrial, regulacion del citoesqueleto y el metabolismo celular (Will et al., 2011).

Algunas consecuencias provocadas por las fluctuaciones de la concentracién de
iones hidrogeno y por tanto cambios en el pH del medio de cultivo: afectacion de la
motilidad espermatica, maduracién del ovocito y desarrollo embrionario (Bagger et
al., 1987; Agarwal et al., 2014). Una regla imperativa en los laboratorios dedicados
a la PIV de embriones, es mantener el pH del medio de cultivo. Esto se logra
estableciendo un equilibrio entre la concentracién de CO2 en el ambiente de la
incubadora y la concentracidn de bicarbonato en el medio de cultivo, que resulta en
una tasa constante de produccion de acido carbonico que evita que el medio se
alcalinice y se mantenga en rangos fisiolégicos (Agarwal et al., 2014). El uso de
sales con propiedades amortiguadoras del pH (buffers) en los medios de cultivo es
generalizado y ayuda a prevenir fluctuaciones en el pH, sobre todo cuando estos se

manejan fuera de la incubadora. (Will et al., 2011; Agarwal et al., 2014).

Finalmente, es necesario tomar en cuenta y asegurarse que la temperatura al
interior de la incubadora no sufra fluctuaciones. Se ha reportado que el incremento
de la temperatura provoca que el pH disminuya y esto trae como consecuencia que
algunos procesos celulares sean alterados, esto puede generar estragos en la
célula, ya que se tienden a incrementar los niveles de ROS (Ferguson et al., 1980;
Agarwal et al., 2014).
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2.9.4 LA ALTA CONCENTRACION DE O2 PROMUEVE LA GENERACION DE
ROS

La concentracion de Oz, es otro factor que debe ser considerado. Es bien sabido
que es muy dificil poder imitar las condiciones que existen en el ambiente in vivo.
Los procedimientos in vitro, estan todavia alejados de tal hecho. Se ha reportado
que, la concentracion de Oz en el ambiente de cultivo embrionario es mas alto si se
compara con las concentraciones que existen en el tracto reproductor femenino (du
Plessis et al., 2008). El riesgo de la alta concentracion de Oz en los sistemas de
cultivo embrionario in vitro es la excesiva produccién de H202, quien es el principal
responsable de la fragmentacion del ADN (Gupta et al., 2009). La alta concentracién
atmosférica de oxigeno trae como resultado el incremento de las ROS y esto
provoca dafo en el desarrollo embrionario bajo un modelo de PIV de embriones (du
Plessis et al., 2008).

En la mayoria de los laboratorios dedicados a la PIV de embriones, los embriones
usualmente son cultivados bajo una concentracion de O:2 reducida (5 al 20%) o
atmosférica (20 a 21%) (Agarwal et al., 2014). Investigaciones anteriores han
comparado la produccion embrionaria entre ambas concentraciones, alta y baja. Se
ha reportado que la concentracion baja (5% de O2), es la que se aproxima mas a
las concentraciones de O: fisiolégico que se encuentra en el ambiente uterino in
vivo (2% a 8%), esto lleva a pensar que, los embriones deberian desarrollar mejor
y al mismo tiempo ser de buena calidad si estos son cultivados en una concentracion
baja de O2 (Calzi et al., 2012).

Algunos reportes apoyan la idea acerca de los estragos ocasionados por la alta
concentracion de Oz. Los embriones que han sido cultivados en una concentraciéon
alta de Oz han estado expuestos a niveles altos de radicales de peroxido de
hidrégeno y como resultado el 20% de los embriones experimentan fragmentacion

del ADN. Estos resultados son altos comparado con tan solo el 5% de los embriones
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que experimentan fragmentacién del ADN cuando son cultivados en un ambiente
bajo en Oz (Bavister, 2004).

Se ha demostrado que a 37°C la concentracion de Oz en el medio que ha sido
equilibrado con oxigeno atmosférico es 20 veces mas alto que la concentracion de
O:2 intracelular fisiologico (du Plessis et al, 2008). Pero también se sabe que muy
cerca del momento de la ovulacién, el consumo de Oz en el oviducto es tres veces
menor que la concentracion de Oz atmosférico (Maas et al., 1976). Esto marca la
pauta para concluir que la tension alta de Oz provocado por la incubadora conduce
ala generaciéon de ROS y por consecuencia al OS. Algunas investigaciones llevadas
a cabo en porcinos, han reportado que existe una mayor produccion de blastocistos
cuando los embriones son cultivados en una concentracion baja de O2 (5% O2+ 5%
CO2 + 90% N2) comparado con un ambiente alto en Oz (Booth et al., 2005; du
Plessis et al, 2008). En otro estudio evaluando embriones ovinos, se concluye que
existe una mayor produccion de blastocistos ovinos y de alta calidad cuando son
cultivados en 5% de Oz (du Plessis et al, 2008).

Finalmente, es necesario dejar en claro que una alta tension de O2 ha resultado ser
benéfico durante la fase de maduracién y fertilizacion. La MIV en porcinos usando
una concentracion alta de oxigeno (20%) ha resultado en un incremento en la
produccion de blastocistos cuando el cultivo embrionario toma lugar en una baja
tension de O2, incrementando el numero de blastdmeros, lo cual es sefial de buena
calidad embrionaria. Se puede concluir que, las concentraciones de oxigeno juegan
un papel importante en la calidad de los embriones PIV, sin embargo es necesario
recordar que altos niveles de O2 puede resultar desfavorable en los futuros

embriones resultantes (Combelles et al., 2009).

2.9.5 GENERACION DE ROS A PARTIR LA CENTRIFUGACION

Un proceso como parte de los procedimientos in vitro es, la preparacion espermatica
y esto involucra llevar a cabo la centrifugacion. Se ha reportado que al llevar a cabo
la centrifugacion de los espermatozoides éstos ultimos experimentan OS, el cual es

producto del incremento de las ROS que fueron generados en el momento de la
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centrifugacion (Lampiao et al., 2010). Algo que no puede ser evitado en los
procedimientos in vitro es, eliminar el diluyente de los espermatozoides. La
centrifugacion es un procedimiento de rutina en la mayoria de los laboratorios para
llevar a cabo la eliminacion del diluyente. El proceso de centrifugacién involucra la
separacion de los espermatozoides motiles de aquellos espermatozoides muertos,
también es necesario resaltar que la separacion de detritus contaminantes, pueden

ser eliminados con este proceso (Henkel y Schill, 2003).

Como ya se ha mencionado, los procedimientos in vitro, por si mismos generan
radicales libres y el proceso de centrifugacion no queda exento. Algunos
investigadores han demostrado que llevar a cabo una centrifugacion de 10 minutos,
incrementa la generacién de Oxido Nitrico (NO), sin embargo, una centrifugacion
cuya duracién es de 30 minutos tiende a disminuir la generacion de NO. Esto puede
resultar en un dato interesante, ya que en teoria se esperaria que a mayor tiempo
de centrifugacion se incrementaria el NO. Se piensa que este proceso podria estar
regulado por enzimas, sin embargo no esta todavia muy claro (Lampiao et al., 2012).
Actualmente se ha recomendado ampliamente que el proceso de la centrifugacion
espermatica deberia ser menos prolongada. Esto evitaria la generacion de radicales

libres y por ende del OS (Lampiao et al., 2012).

Un hallazgo interesante que se ha observado a lo largo de los anos, es llegar a la
conclusién de que, un proceso de centrifugacion que expone a los espermatozoides
a un lapso prolongado, puede ser capaz de dafiar a los espermatozoides, a pesar
de que los espermatozoides en un principio fueran de buena calidad (Henkel y
Schill, 2003). Pero también se ha concluido que, adicionar antioxidantes a las
preparaciones previas a la centrifugacion podria reducir la formacién de ROS y que

en teoria resultaria en menor dafio a los espermatozoides (Agarwal et al., 2014).

2.9.6 LA CRIOPRESERVACION DE LOS ESPERMATOZOIDES GENERA ROS

La criopreservacion, es otro procedimiento que genera continuamente radicales

libres y finalmente conlleva al OS. Los espermatozoides generalmente son crio-
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preservados y se ha reportado que las células espermaticas que han experimentado
el proceso de criopreservacion han mostrado dafo en la membrana plasmatica, esto
es resultado del proceso de lipo-peroxidacion. De igual manera, los
espermatozoides como resultado de la criopreservacion muestran una disminucion
de los niveles de SOD, al disminuir los niveles de este antioxidante se puede llegar
a la conclusion de que estos gametos estan bajo el OS (Alvarez y Storey, 1992).
Por otra parte la criopreservacion tiene efectos dafinos en los gametos debido a
que los mecanismos antioxidantes se pierden durante el proceso de la
criopreservacion, esto resulta en una desventaja para las células espermaticas, ya
gue no contaran con un mecanismo para contrarrestar los efectos negativos de los

radicales libres (Bilodeau et al., 2000).

El proceso de congelacién y descongelacion en espermatozoides bovinos ha
revelado que produce la disminucion en los niveles de algunos antioxidantes. Se ha
reportado que la concentracién de glutatién se ve reducida en un 75% durante el
proceso de congelacidn-descongelacion de las células espermaticas. Por otra parte,
la actividad de la enzima SOD, también experimenta una reduccién del 50% durante
el mismo proceso. Todo esto lleva a la conclusion de que, las células espermaticas
son altamente sensibles al proceso que involucra la congelacion-descongelacion,
ya que la membrana plasmatica espermatica es muy sensible a la peroxidacion de
lipidos provocado por la generacion de radicales libres a lo largo del proceso de

criopreservacion (du Plessis et al., 2008).

A pesar de las mejoras en las técnicas de criopreservacion de las células
espermaticas, esto no ha sido suficiente para disminuir el dafno que experimentan
durante tal proceso. El uso de crioprotectores se ha popularizado y todo esto
pareciera indicar que existe mejora en la viabilidad celular, sin embargo no sucede
asi. El solo hecho de que las células espermaticas experimenten el proceso de
congelacion-descongelacion ya estan experimentando un estrés, como producto de
este estado de compromiso celular la modificacion de la estructura e integridad de

la membrana plasmatica de la célula espermatica es inminente (Di Santo et al.,
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2012). Los espermatozoides que han experimentado la congelacion-
descongelacion muestran una motilidad y viabilidad reducida como resultado del
dafo oxidativo al ADN y al aumento de la fragmentacion del mismo (Agarwal et al.,
2014). Por otra parte se ha reportado que el proceso de la crioprecervacion fomenta
la peroxidacion lipidica, todo esto llevado a cabo por las ROS sobre la membrana

plasmatica espermatica (Alvarez y Storey, 1992).

Actualmente se piensa que, la suplementacion con algun tipo de antioxidante en
teoria deberia proteger a los espermatozoides de los efectos daninos provocados
por el proceso de la congelacién-descongelacion, sin embargo todavia es dificil
decir con certeza que la suplementacion con algun tipo de antioxidante mejora la
viabilidad de las células espermaticas que han sido sometidas al proceso de
criopreservacion (Zini y Al-Hathal, 2011). La sugerencia actual para evitar los
estragos que experimentan los gametos masculinos durante el proceso de
criopreservacion y al mismo tiempo tratar de incrementar los éxitos en las TRA ha
sido mejorar los protocolos de criopreservacion y de esta forma optimizar el uso de
crioprotectores que mejoren la calidad de los gametos crio-preservados. Sin duda
alguna, esto es un reto actual para los investigadores dedicados a mejor los
resultados de las TRA. Es muy probable que las investigaciones futuras puedan
mejorar los procesos de criopreservacion y al mismo tiempo evitar la generacion de
radicales libres y de esta manera prevenir el OS en las células espermaticas
(Lampiao, 2012).

2.9.7 ESTRES OXIDATIVO EN GAMETOS Y EMBRIONES

Es bien sabido que el desarrollo de la competencia del ovocito es sumamente
complejo, algunos factores involucrados en éste proceso se remontan al momento
en que las células germinales llevan a cabo la migracion desde el endodermo del
saco vitelino a la cresta genital. Hay evidencia que indica que el OS, es uno de los

factores que controla la atresia folicular, el inicio del reclutamiento folicular,
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crecimiento de los foliculos y la seleccién y dominancia de un foliculo cuyo destino

es la ovulacion (Agarwal et al., 2005).

Se ha reportado que niveles altos de ROS tienen la capacidad de danar las
membranas celulares, el ADN y la mitocondria, estos efectos detrimentales estan
mediados por una la cascada apoptética. Los efectos de las ROS sobre el ADN
espermatico son bien conocidos y se han correlacionado con resultados
insatisfactorios en los programas de TRA. También ha sido ampliamente reportado
que el uso de espermatozoides con el ADN dafiado durante las TRA, resulta en una
pobre calidad embrionaria (Agarwal et al., 2006). La maduracién de los ovocitos y
el desarrollo embrionario también se afecta debido al incremento de las ROS o por
la disminucién de los mecanismos antioxidantes. Se postula, que este incremento
en los niveles de ROS se debe principalmente a la habilidad que tienen los radicales
libres para impedir la actividad de las enzimas antioxidantes dentro del embrién. Por
otra parte, un incremento en los niveles de ROS tienen la capacidad de inactivar al
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y esto conduce a la reduccién del ATP.
Finalmente el estrés oxidativo puede conducir a un trastorno del ADN mitocondrial
provocado por la falta de histonas, el cual se cree que disminuye los niveles de ATP.
Como ya se ha mencionado, también se sabe que, se requiere la produccién de
ROS a un cierto nivel para la actividad normal en el foliculo ovarico, para que se dé
una interaccion normal entre los espermatozoides y el ovocito y finalmente en los

machos, para que se lleve a cabo la capacitacidén espermatica (Agarwal et al., 2006).

55



3.- MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de cultivo in vitro de recursos
zoogenéticos del Centro Nacional de Recursos Genéticos, del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias. (CNRG-INIFAP), ubicado en
Tepatitlan de Morelos, Jalisco, México. Se trabajo con el sistema de produccién in
vitro de embriones bovinos que rutinariamente se emplea en dicho laboratorio; en
forma general, se emplearon ovocitos recuperados de ovarios de rastro, se
maduraron in vitro por 23 h, se fertilizaron con semen capacitado con gradientes de
percoll y los resultantes embriones se cultivaron en medios secuenciales
quimicamente semi definidos. Los tratamientos con la molécula Pterostilbene se
adicionaron a partir de soluciones stock concentradas 200 veces a la concentraciéon
deseada para cada tratamiento. Para la evaluacion de las variables de respuesta,
se emplearon metodologias estandarizadas en el laboratorio. En seguida se
describen con detalle los métodos empleados en la realizacion de los experimentos
y los disefios de los mismos. Los medios de maduracién de ovocitos (CDM-M),
fertilizacion (FCDM) y cultivo temprano y tardio (CDM-1 y CDM-2), asi como los
respectivos medios de manejo fuera de la incubadora de ovocitos (HCDM-M), y
embriones (HCDM-1 y HCDM-2) fueron elaborados en el laboratorio de preparacion
de medios de cultivo para gametos y embriones del CNRG-INIFAP, siguiendo las
férmulas publicadas por De La Torre Sanchez et al., (2006b), modificados en el
laboratorio del CNRG-INIFAP.

3.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES STOCK DE PTEROSTILBENE.

Se uso6 la molécula de Pterostilbene (PT) (SIGMA, P1499) para evaluar su efecto
sobre la calidad y desarrollo de embriones bovinos PIV, al ser suplementada en los
medios de cultivo temprano (CDM1) y tardio (CDM2). En un ensayo preliminar se
evalud el efecto de la adicion de PT a los medios de cultivo CDM1 y CDM2, en
concentraciones de 0, 3, 9, 27, 81 y 243 (uM). El procedimiento para conseguir las

molaridades deseadas se describe a continuacion.
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Molécula evaluada:

Pterostilbene (PT) (SIGMA, P1499)
Peso molecular = 256.30 g/mol

Es soluble en DMSO

Contenido: 10 mg

Paso 1.- Agregar 0.8032 ml de DMSO al frasco de PT. Resultado= un stock de 200x
de 243 uM.

Paso 2.- Tomar 200 pl del stock de 243 y agregar 400 pyl de DMSO. Resultado=
stock 200x de 81. pM.

Paso 3.- Tomar 200 pl del stock 81 y agregar 400 pl de DMSO. Resultado = Stock
200x de 27 uM.

Paso 4.- Tomar 200 ul del stock 27 y agregar 400 pl de DMSO. Resultado= Stock
de 200x de 9 pM.

Paso 5.- Tomar 200 pl del stock 9 y agregar 400 ul de DMSO. Resultado= Stock de
200x de 3 uM.

Para obtener las concentraciones deseadas en los tratamientos se agregaron 5
del stock 200x correspondiente a 995 pl de CDM1 o CDM2:

Los stocks de PT se almacenaron en fracciones de 12 ul a -20 °C, hasta el momento

de su uso.

Para suplementar con PT en experimentos posteriores donde se utilizaron dosis aun

mas pequenas, se siguié un procedimiento similar de soluciones stock (Anexo 1).

3.2 OBTENCION DE LOS OVARIOS EN EL RASTRO.

Los ovocitos usados en los experimentos provinieron de ovarios de hembras,
sexualmente maduras, recién sacrificadas, sin importar el tipo racial, asi como sin
considerar su estado reproductivo. Los ovarios se retiraron aproximadamente 20
minutos después del sacrificio y fueron lavados en Solucién Salina Fisiolégica estéril
adicionada con 100 mg/ml de Sulfato de Gentamicina (SSF+AB), para remover el

exceso de sangre. Posterior a esto, los ovarios fueron enjuagados en un lapso no
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mayor a 10 segundos en etanol al 70% para reducir al minimo agentes

microbioldgicos.

Finalmente los ovarios fueron transportados al laboratorio a temperatura ambiente
(20-25°C) en SSF +AB en un periodo maximo de 2 horas (Abeydeera, 2002). Al
arribo de los ovarios al laboratorio, se realiz6 una segunda limpieza y desinfeccion
y se removid exceso de tejido. Tras un ultimo enjuague en SSF+AB se procedi6 a

la aspiracion de foliculos ovaricos.

3.3 ASPIRACION FOLICULAR

Los ovocitos fueron recuperados a partir de foliculos de tamafio de entre 2y 8 mm
de diametro utilizando el método de aspiracion con jeringa de 10 mL y aguja
hipodérmica del calibre 18 G (foliculos > 8 mm de diametro fueron descartados por
la posible exposicion a la hormona LH y por consiguiente reanudacion de la meiosis)
(Tornell et al., 1990). El liquido folicular obtenido fue depositado en tubos conicos
de 50 ml (Nunc, USA) y se dej6é sedimentar durante 15 minutos en bafo seco a
35°C. Pasado este tiempo, el sedimento, fue aspirado con una pipeta seroldgica de
10 mL, depositado en una caja petri de 100 x 15 (Nunc, USA) y diluido en el medio
HCDM-M suplementado con 0.5% de Albumina Sérica Bovina esencialmente libre
de acidos grasos faf-BSA y Heparina. Finalmente se realizé la busqueda y seleccion
de los COCs en un microscopio estereoscoépico a 25x (Leica M50, Alemania) de

acuerdo con los criterios establecidos por De Loos, (1989).

3.4 CLASIFICACION DE LOS OVOCITOS

El criterio para la seleccion de los ovocitos para ser madurados in vitro, se baso en

lo establecido por De Loos, (1989) como se describe a continuacién.

3.4.1 OVOCITO CALIDAD 1: Los ovocitos presentan multiples capas compactas de
CC, muestran un citoplasma homogéneo, generalmente son esféricos, estructura,

color y tamafio uniforme. El ovocito es claro y transparente.
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3.4.2 OVOCITO CALIDAD 2: Los ovocitos presentan multiples capas compactas de
CC, citoplasma homogéneo pero con una apariencia gruesa, asi como muestran
una apariencia oscura en la periferia del ovocito. La totalidad del ovocito es

ligeramente mas oscura y menos transparente.

3.4.3 OVOCITO CALIDAD 3: Los ovocitos presentan menos capas de CC muestran
un citoplasma irregular con granulaciones oscuras, la totalidad del ovocito es mas

oscura si son comparados con los ovocitos calidad 1y 2.

3.4.4 OVOCITO CALIDAD 4: Los ovocitos que pertenecen a esta categoria
muestran CC expandidas. Las células del cumulo se encuentran dispersas en
grupos oscuros en una matriz con apariencia gelatinosa. El citoplasma es irregular
con granulaciones oscuras. La totalidad del ovocito es oscuro e irregular. Dentro de

esta categoria estan también los ovocitos desnudos.

Se seleccionaron para ser madurados unicamente ovocitos de calidad 1y 2.

3.5 PRODUCCION DE EMBRIONES /In vitro

3.5.1 MADURACION In vitro: Dia -1

Los ovocitos se maduraron en CDM-M; el medio estuvo en refrigeracién a 4°C hasta
el momento de ser utilizado. De dos a tres horas antes de la maduracion, el medio
fue suplementado con 100 uM de Cisteamina, 1 ug-mL™" de estradiol 178, 1 ug-mL-
'de LH, 15 pg'mL-' de FSH y 50 ng-mL-" de EGF y puesto a equilibrar en incubacion
en atmosfera de 5% de CO en aire, 38.5 °C de temperatura y 100% de humedad
relativa. Finalmente se colocaron los ovocitos seleccionados (calidad 1y 2) en cajas
de 4 pozos (Nunc, USA) para llevar a cabo la MIV. Cada pozo conteniendo 1 mL del
medio CDM-M, en el cual fueron colocados 50 ovocitos. Las cajas fueron puestas

de nuevo en incubacion en las condiciones ya mencionadas, durante 23 horas.
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3.5.2 FERTILIZACION In vitro: Dia 0

Para llevar a cabo la FIV se utilizé el medio FCDM suplementado con heparina
1mg-mL-", con la finalidad de estimular la motilidad espermatica. De dos a tres horas
antes de llevar a cabo la FIV se procedi6 a “sembrar” las gotas de FCDM en una
caja petri de 60 x 15 (Nunc, USA). Se hicieron 10 gotas de 80 ul por caja, cubiertas
con aceite mineral, cada gota conteniendo 10 ovocitos. La caja fue colocada en la
incubadora en 5% de COz2 en aire a 38.5°C y saturacion del 100% de humedad para

su equilibrio.

3.5.2.1 CAPACITACION ESPERMATICA

La capacitacion espermatica se realizé 1 hora antes de llevar a cabo la FIV, es decir
se procedié al lavado de los espermatozoides haciéndolos pasar por fuerza

centrifuga por un gradiente de percoll®.

Para todos los experimentos se utiliz6 semen probado para FIV de un solo toro y de
un mismo eyaculado, el cual fue criopreservado en pajillas de 0.25 ml y conservado
en NzL hasta llevar a cabo su descongelacién en agua a 35°C durante 30 segundos,
tras lo cual se evalud su viabilidad previo a la capacitacion, bajo microscopio de
campo claro a una magnificaciéon de 100X, depositando una gota del semen en un

portaobjetos previamente atemperado.

Una vez valorado, el resto de la paijilla de semen fue depositado en un tubo cénico
de 15 ml (Nunc, USA) en el que previamente se depositaron dos gradientes de
Percoll al 90 y 45% (v/v) en Sperm-Talp. La capa de Percoll® al 90% se depositd
en el fondo y sobre éste se depositd el Percoll al 45%. Cada capa con un volumen
de 2ml. Se realizd una primera centrifugacion a 650G por 20 m para llevar a cabo la
separacion de los espermatozoides vivos de los muertos, remover el diluyente y
plasma seminal. Transcurrido este tiempo se precedid a retirar el excedente o
sobrenadante, hasta dejar unicamente el pellet formado, en donde deberian estar

los espermatozoides vivos. Entonces, fue adicionado 5 mL de medio HCDM1 al
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pellet para llevar a cabo una segunda centrifugacion con la finalidad de lavar a los
espermatozoides, durante 5 min a 400G. Después de la segunda centrifugacion, se
procedié a retirar el excedente o sobrenadante hasta dejar unicamente el pellet
resultante con un volumen de medio equivalente al doble del volumen del pellet. En
el lapso que comprende la primera centrifugacion los ovocitos fueron movidos de
los pozos que contenian el medio de maduracion a las gotas de fertilizacion (FCDM),
que habian sido previamente elaboradas y fueron colocadas nuevamente a la
incubadora. Transcurrido el tiempo de la segunda centrifugacién el pellet mas medio

fue medido con ayuda de una micropipeta para conocer su volumen.

3.5.2.2 CONCENTRACION ESPERMATICA

Para determinar la concentracion espermatica se realizé una dilucion 1:20 de una
alicuota del pellet en agua destilada, se homogenizo y se coloraron dos alicuotas
de 10 pl de esta dilucion en cada una de las camaras de Neubauer. Se contaron 5
cuadros para cada una de las camaras y finalmente se calculé el promedio de
ambas camaras para obtener la concentracion espermatica. Con este método el
numero de espermatozoides contados (promedio) representa el numero de millones
de espermatozoides-mL'. Posteriormente se ajusté la concentracion de

espermatozoides a 10x10° espermatozoides-mL-! con la siguiente férmula:

[(Promedio de espermatozoides X Vol. Inicial Pellet)/10]- Vol. Inicial Pellet = Cantidad
de medio FCDM que debe ser adicionado para ajustar la concentraciéon espermatica
a 10x10° espermatozoides-mL"".

Después de ajustar el semen a la concentracion indicada, se adicionaron 10 ul en
cada gota de 90 pl, conteniendo 10 ovocitos. Al realizar esta ultima dilucion 1:10 del
semen, se logra una concentracién final en el co-culivo de 1x10°
espermatozoides-mL-'. Los gametos permanecieron en co-incubacion en atmdsfera
de 5% de CO:2 en aire, 38.5 °C de temperatura y saturacién de humedad, por un

lapso de 18 horas.
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3.5.3 RETIRO DE CELULAS CUMULARES Y CULTIVO TEMPRANO (CDM1): Dia
1

Se prepararon cajas con gotas de 90 uL de medio CDM-1 las cuales fueron cubiertas
con aceite mineral y equilibradas en la incubadora en 5% de CO2 en aire por un
periodo minimo de 2 horas, antes de llevar a cabo el retiro de las CC. A las 18 horas
de haber realizado la FIV las CC y los espermatozoides fueron eliminadas de los
presuntos zigotos por medio de agitacion antes de ser colocados en el medio de
CIV temprano. Los presuntos zigotos fueron colocados en un microtubo Eppendorf
de 0.6 ml en un maximo de 40 pyl de medio HCDM1 y se llevé a cabo la agitacion a
maxima velocidad (vortex mixer) durante 90 segundos. Transcurrido este lapso, el
microtubo es enjuagado con HCDM1 y los presuntos zigotos son depositados en
una caja Petri de 100 x 15 (Nunc, USA) conteniendo gotas de HCDM1 de

aproximadamente 200 pl para ser lavados hasta eliminar todo el detritus celular.

Finalmente los presuntos zigotos fueron pasados a las gotas de CDM-1, cada gota
conteniendo 10 presuntos zigotos, en donde permanecieron por 56 horas en 5% de
CO2, 5% de O2y 90% de N2 a 38.5°C. Es necesario resaltar que la concentracion
de O2 en esta fase de la PIV de embriones fue similar para los experimentos 1y 2,

sin embargo la concentracion de Oz para el experimento numero 3 fue diferente.

3.5.4 CULTIVO TARDIO (CDM2). DIA 3

Transcurridas las 56 horas la caja que contenia a los presuntos zigotos fue sacada
de la incubadora para llevar a cabo la evaluacion de la division celular y el cambio
al medio CDM-2. Unicamente los embriones de 6 o mas células fueron
seleccionados para ser transferidos al medio CDM-2. La seleccion de los embriones
de mas de 6 células se realiz6 en el medio HCDM-2. Finalmente, los embriones
seleccionados fueron depositados en grupos de 10, en gotas de 100l de medio
CDM-2, cubiertos con aceite mineral, en donde permanecieron hasta el dia 7 y 8
post-fertilizacion en 5% de COz2, 5% de O2y 90% de N2 a 38.5°C. Al igual que ocurrid
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con el cultivo en CDM-1, la concentracién de O2 para el experimento numero 4 fue

diferente.

3.6 CRITERIOS PARA LA EVALUACION DE LA CALIDAD EMBRIONARIA

La evaluacidén morfolégica de la calidad embrionaria se basa en parametros
cualitativos que dependen de criterios de interpretacion individuales; sin embargo
se ha demostrado que cuando se realiza correctamente y por un evaluador
entrenado, se observa una correlacion moderadamente alta entre la calificacion
morfologica y otros parametros cuantitativos de calidad embrionaria y la misma
prueba maxima de calidad que es la competencia en el desarrollo posterior in vivo
(Farin et al., 1995; Farin et al., 2001). La evaluacion morfolégica de los embriones
bovinos normalmente se realiza con la ayuda de un microscopio estereoscopico en
un aumento de 80x, o en el microscopio compuesto invertido a una magnificacion
de 100 a 200x. La evaluacion fue realizado tal y como lo describen Bo y Mapletoft,
(2013).

Se utilizan codigos numeéricos y se basan en la integridad morfologica de los
embriones. Los cddigos para la calidad embrionaria van del 1 al 4, como se describe

brevemente a continuacion.

Calidad 1: “Excelente”. Los embriones tienen una masa esférica y simétrica con
blastobmeros individuales que son uniformes en tamafio, color y densidad. Este
embrion es consistente con su etapa de desarrollo esperado. Debe presentar
irregularidades minimas y al menos el 85% del material celular debe estar intacto
con masa embrionaria viable. Los embriones calidad 1 debieran sobrevivir bien a

los procedimientos de congelacion/descongelacion.

Calidad 2: “Bueno”: estos embriones tienen irregularidades moderas en la forma
general de la masa embrionaria o en el tamano, color y densidad de las células

individuales. Al menos el 50% de la masa embrionaria debe estar intacta. La
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supervivencia de estos embriones a los procedimientos de
congelacion/descongelacion es bajo comparado con los embriones de calidad 1,
pero las tasas de gestaciones son adecuadas si los embriones son transferidos en

fresco a receptoras.

Calidad 3: “Regular”. Estos embriones tienen mayores irregularidades en la forma
de la masa embrionaria o en tamano, color y densidad de las células individuales.
Al menos el 25% de la masa embrionaria tiene que estar intacta. Estos embriones
no sobreviven a los procedimientos de congelacion/descongelacion y las tasas de
gestaciones son mas bajas que aquellos obtenidos de embriones de calidad 2 si

son transferidos en fresco a vacas receptoras.

Calidad 4: “Muerto” o “degenerado” o “malo”. Estos podrian ser embriones, ovocitos

o embriones de 1 célula. Estos embriones no son viables y deberan ser descartados.

3.7 ESCALA PARA LA EVALUACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

La evaluacion del desarrollo embrionario fue determinada con un microscopio
invertido (Leica, DM IL-LED) a magnificaciones de 100 y 200x. A cada embrién se
le asignd un numero de una escala del 1 al 8 de acuerdo a su fase o etapa de
desarrollo embrionario tal y cédmo lo describen (Dorn y Kraemer, 1987; Bé y
Mapletoft, 2013), ver figura 1y 2.

1 = Ovulo;

2 = Embrion de 2 a 16 células;
3 = Mérula temprana,;

4 = Mérula compacta;

5 = Blastocisto temprano;

6 = Blastocisto;

7 = Blastocisto expandido; y

8 = Blastocisto eclosionado.
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Grado:1 Grado: 1 Grado: 1

Calidad:4 Calidad: 4 Calidad: 4
Grado: 2 Grado: 4 Grado: 4
Calidad: 4 Calidad: 1 Calidad: 2
Grado: 4 Grado: 4 Grado: 4
Calidad: 2 Calidad: 3 Calidad: 3
Grado: 4 Grado: 4 Grado: 5
Calidad: 3 Calidad: 3 Calidad: 1

Figura 1. Embriones bovinos: ejemplos de grado de desarrollo y calidad. Grado 1- 5.

Adaptado de Bo6 y Mapletoft, 2013.
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Grado: 5
Calidad: 2

Grado: 5
Calidad: 1

Grado: 7
Calidad: 1

Grado: 8
Calidad: 1

Grado: 5
Calidad: 1

Grado: 6
Calidad: 1

Grado: 7
Calidad: 2

Grado: 8

Calidad: 1

Grado: 5
Calidad: 2

Grado: 6
Calidad: 1

Grado: 7
Calidad: 2

Grado: 9
Calidad: 1

Figura 2. Embriones bovinos: ejemplos de grado de desarrollo y calidad. Grado 5-9.
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3.8.- VARIABLES DE RESPUESTA EVALUADAS
3.8.1 PORCENTAJE DE EMBRIONES DIVIDIDOS

Transcurrido el lapso de CIV temprano (primeras 56 horas) en el medio CDM1, se
llevo a cabo la determinacion del porcentaje de los embriones divididos para todos
los tratamientos experimentales. Se determind el porcentaje de los embriones que
experimentaron al menos una division sobre el total de o&vulos que fueron

madurados Yy fertilizados.
3.8.2 PORCENTAJE DE EMBRIONES DE MAS DE 6 CELULAS

Se evaluo también al finalizar el cultivo temprano y se determiné como el porcentaje
de embriones que alcanzaron 6 o mas células sobre el total de 6vulos que fueron
madurados vy fertilizados. Unicamente los embriones de mas de 6 células fueron
seleccionados para continuar con su desarrollo en el medio de cultivo embrionario
tardio (CDM2).

3.8.3 PORCENTAJE DE EMBRIONES TRANSFERIBLES EN EL DIiA 7

En el dia 7, se llevo a cabo la evaluacion embrionaria con el propdsito de determinar
el porcentaje de embriones transferibles. El porcentaje de embriones transferibles
en el dia 7 fue la sumatoria del porcentaje de los embriones de calidad 1y 2, sobre
el niumero de embriones que fueron puestos en el medio cultivo embrionario tardio
(CDM2). Después de este procedimiento, las cajas que contenian a los embriones
fueron colocadas nuevamente a la incubadora para realizar una segunda evaluacion

embrionaria 24 horas después.

3.8.4 PORCENTAJE DE BLASTOCISTOS

Incluye el porcentaje de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto
temprano o mayor a los dias 7 y 8 de cultivo, sobre el numero de embriones que

fueron puestos en el medio cultivo embrionario tardio (CDM2).
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3.8.5 TASA DE DIVISION CELULAR
Esta variable de respuesta incluyé los siguientes rubros:

e Numero de células totales.

e Numero de células de la masa celular interna (MCI).

e Numero de células del trofectodermo (TE).
Para medir las variables de respuesta anteriores se llevd a cabo una tincion
diferencial tal y como lo describen Thouas et al., (2001). Muy brevemente: los
embriones fueron incubados en alicuotas de 40 pl en un medio HCDM-2, libre de
proteinas con 1% de Triton X-100 (Sigma Cat. #T-9284)y 100 ug-mL"" de loduro de
Propidio (Sigma Cat. #P-4170), durante 30 segundos. Posteriormente los embriones
fueron transferidos a una alicuota de 40 ul de una solucion de fijacion de etanol al
100% adicionado de 25 pg/ml de Hoechst 33258 (Sigma Cat. #B-2883) y

almacenados a 4°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, los embriones fueron transferidos con una minima cantidad de
solucion de fijacidon a una gota de 5 pl de glicerol sobre un portaobjeto de vidrio
siliconado. La gota de glicerol mas los embriones fueron aplanados suavemente con
un cubreobjetos hasta que el embrion estuvo moderadamente aplanado para
facilitar el recuento de células. Los embriones fueron observados con un
microscopio de fluorescencia (Nikon, ECLIPSE E2000) con filtros de excitacion,
para la fluorescencia de color rojo y azul (460 nm) y para la fluorescencia de color
rojo (560 nm). Hoechst 33258 tifie todas las células en el embrién, mientras que el
loduro de propidio tifie las células de la capa exterior (presumiblemente células del
Trofoectodermo) que se permeabilizan por el Triton X-100. EI nimero de células
para la MCI fueron aquellos nucleos tefidos de color azul, mientras que las células
del TE fueron aquellas tefiidas de color rojo. La sumatoria de el numero de células

de la MCl y del TE fueron el numero de células totales del embrién.
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3.8.6 PORCENTAJE DE LiPIDOS QUE OCUPAN EL CITOPLASMA DEL
EMBRION

La evaluaciéon de la acumulacion de lipidos en el citoplasma de las células
embrionarias fue llevada a cabo usando la tincion Sudan-Black B, que tifie lipidos
de manera especifica (Sigma Cat. #S-2380). Los embriones previamente fueron
fijados en formalina al 70%, posteriormente fueron lavados en agua durante 1
minuto y fueron pasados a una solucion de etanol al 70% durante 2 minutos.
Transcurrido este lapso, los embriones fueron expuestos a la tincion Sudan-Black
durante 30 segundos a 1 minuto y finalmente fueron lavados en una caja de 4 pozos
que contenian etanol al 50% en donde los embriones permanecieron por un lapso
de 5 minutos en cada pozo. Por ultimo los embriones fueron lavados en agua
destilada adicionada con 0.5% de PVA durante 5 minutos y fueron montados en
glicerol sobre un portaobjetos. Las laminillas fueron observadas con ayuda de un
microscopio invertido (Leica, DM IL-LED) equipado con una camara (Leica
DFC295). Las imagenes del segmento ecuatorial de los embriones fueron
digitalizadas a 200x y después analizadas con el Software “ImageJ®”. Se utilizd un
modelo binario con el programa “ImageJ®” y se determiné el area total del segmento
ecuatorial del embrion y el area ocupada por los lipidos, expresandose ésta en
porcentaje. Es importante sefialar que es ésta una cuantificacion relativa de la
acumulacién de lipidos en el embridn, ya que no expresa el porcentaje total de
lipidos en la masa del embridn, sino el porcentaje de area ocupada por lipidos de la
capa del embriéon que fue captada en segunda dimension por la camara, con
respecto a todo el segmento ecuatorial captado. Aqui lo importante es que esta
valoracion permite determinar de manera relativa mayor o menor acumulacion entre
los embriones evaluados y no tiene validez comparativa con otros métodos de

cuantificacion absoluta de lipidos realizados por otros autores.

3.8.7 MEDICION DE ROS

Para esta evaluacion, se utilizaron blastocistos previamente desnudados de su zona

pelucida, los cuales fueron incubados por 48 horas en una estufa (BINDER, BF 115)
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a 38.5°C en alicuotas de 250 ul de PBS sin PVA adicionado de 60 ul de la Proteina
de Fluorescencia Verde sensible a la reaccion Oxido-Reduccién (ro-GFP) (Premo
™). Transcurrido el lapso de incubacion las alicuotas fueron sacadas de la estufa y
25 pl de DAPI (1 mg-mL™") fue agregado y se dejé incubar nuevamente durante 5
minutos. Finalmente los embriones fueron sacados de las alicuotas y se procedio al
montaje de los mismos en un portaobjetos sobre el cual un cubre-objetos fue
colocado. La evaluacién se realizd6 con un microscopio de fluorescencia (Nikon,
ECLIPSE E2000) equipado con una camara (Nikon, IEEE1394b) con filtros de
excitacion de 450-488 nm y emision de 515 nm. Se realiz6é una inversion en campo
claro para la separacion de los tonos correspondientes a las ROS reemplazando el
tono a estudiar con un tono negro para poder realizar la separacion de ambos tonos.
La imagenes en la porcion ecuatorial de los embriones de las particulas positivas a
ROS fueron digitalizadas a 200x con el programa “Photoshop CS6”, finalmente para
la cuantificacion de ROS en el embridn se utilizé un modelo binario con el programa
“ImageJ®” para obtener tanto el area total del embridbn como el area de las particulas
positivas a ROS. Una vez que se tuvieron los datos del area total del embrién y de
las particulas positivas a ROS se dividio el area de las particulas positivas a ROS
entre el area total del embrion y el valor obtenido se multiplicé por 100 para obtener

el porcentaje de células reactivas a ROS.

3.9 DISENO EXPERIMENTAL

3.9.1 EXPERIMENTO 1

Se evaluaron en un experimento preliminar 5 concentraciones de PT (3, 9, 27, 81,
243 uM) y un grupo control, sobre la produccion embrionaria y porcentaje de lipidos
que ocupan el citoplasma del embrion. Para evaluar el efecto de PT se adicionaron
las molaridades anteriores a los medios CDM1 y CDM2, tal y como se describe en
la seccion 3.1. Se utilizaron en promedio 40 presuntos cigotos por tratamiento
(grupo de cigotos de cada tratamiento = unidad experimental). EI numero total de
presuntos cigotos utilizados en el experimento fue de 2,400. Fueron llevadas a cabo
10 réplicas con un total de 45 blastocistos producidos. Los cigotos y embriones se

usaron para evaluar las variables de respuesta de: porcentaje de embriones
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divididos (n= 1,680 embriones), de mas de 6 células (n= 1,280 embriones),

porcentaje de lipidos y porcentaje de blastocistos en el dia 8 (n= 45 blastocistos).

3.9.2 EXPERIMENTO 2

Debido a los efectos detrimentales observados en los resultados del primer
experimento atribuido a las concentraciones altas, se evaluaron 4 concentraciones
mas bajas de PT (3, 1, 0.33, 0.11 uM) y un grupo control, sobre el porcentaje de
embriones divididos, porcentaje de embriones de mas de 6 células, la cuantificacion
del porcentaje de lipidos, la produccidén embrionaria (porcentaje de blastocistos en
el dia 7 y 8), porcentaje de embriones transferibles en el dia 7 y el conteo celular
(numero de células totales, numero de células de la MCIl y niumero de células del
TE), asi como la razén entre la MCI:Células totales y MCI:TE. Estas variables de
respuesta fueron evaluados tal y como se describe en la seccion correspondiente a
cada variable de respuesta anteriormente citada. Fueron llevadas a cabo 6 réplicas
(n= 1440 presuntos cigotos) y los embriones resultantes fueron usados para evaluar
las variables de respuesta de la siguiente manera: porcentaje de embriones
divididos (n= 1021 embriones), porcentaje de embriones de mas de 6 células (n=
868 embriones), acumulaciéon de lipidos (h= 201 blastocistos), porcentaje de
blastocistos en el dia 7 (n= 87 blastocistos) y 8 (n= 201 blastocisto), porcentaje de
embriones transferibles en el dia 7 (n= 42 blastocistos); y 120 blastocistos derivados
de n= 1002 cigotos fueron usados para evaluar el numero de células totales, el
numero de células de la masa celular interna (MCI), el numero de células del
trofectodermo (TE), la razén entre la MCI:Células totales y MCI: TE. Para evaluar el
efecto de PT se adicionaron las molaridades anteriores a los medios CDM1 y CDM2,

tal y como se describe en la seccién correspondiente (ANEXO 1).

3.9.3 EXPERIMENTO 3

Se evaluo el efecto sobre ROS de una concentracion de PT (0.33 uM) y un grupo
control, en dos concentraciones de Oz (5 y 20%). PT fue agregado al medio CDM1
y CDM2, como en los experimentos anteriores. Los embriones de mas de 6 células
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obtenidos (n= 623) fueron divididos en 4 grupos experimentales en un arreglo
factorial 2x2 (0.33 uM en 5% de O2;0 uM en 5% de O2) y (0.33 pM en 20% de O2; 0
MM en 20% de O2). Las ROS y el porcentaje de blastocistos en el dia 7 fueron
evaluados tal y como se describe en la seccidn correspondiente a la variable de
respuesta anteriormente citada. Fueron llevadas a cabo 6 réplicas y 127 blastocistos
fueron usados para evaluar las variables de respuesta anteriores distribuidos en los

4 grupos experimentales.

3.9.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para los experimentos 1 y 2 en todos los casos se hizo la prueba de Levene's
(Statgraphics Centurion®, version XV.llI) para llevar a cabo la verificacion de
varianza, todas las varianzas fueron iguales (p>0.05), a excepcion de: porcentaje
de blastocistos en el dia 7, 8 y porcentaje de embriones transferibles en el dia 7.
Brevemente la prueba de Levene's evalua la hipotesis de que la desviacion estandar
de “la variable de respuesta evaluada” dentro de cada uno de los “n” niveles de
Concentracion de Pterostilbene es la misma. De particular interés es el valor-P. Un
valor-P mayor o igual que 0.05, nos indica que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del
95.0% de confianza y por tanto debemos usar pruebas paramétricas, de lo contrario
pruebas no parameétricas deberian ser usadas. Las pruebas de Kolmogorov-

Smirnov y Shapiro-Wilk fueron realizadas para todas las variables de respuestas.

En el primer experimento para evaluar el efecto de PT sobre el porcentaje de
embriones divididos, de mas de 6 células y porcentaje de lipidos que ocupan el
citoplasma del embridn, se realizé un ANOVA y posteriormente se us6 una prueba
de LSD de Fisher (prueba de multiples rangos) para determinar qué medias fueron
estadisticamente diferentes cuando fue requerido (Statgraphics Centurion®, version
XV.II). Una prueba no paramétrica (Kruskal Wallis) y la prueba de MOOD para la
mediana fue utilizada para evaluar la produccién embrionaria en el dia 8 con un nivel

de significancia fijado del 5% (a= 0.05).
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En el segundo experimento para evaluar el efecto de PT sobre el el porcentaje de
embriones divididos, porcentaje de embriones de mas de 6 células, la cuantificacidon
del porcentaje de lipidos, el numero células totales, el numero de células de la MCI
y el numero de células del TE se realizé un ANOVA y posteriormente se us6 una
prueba de LSD de Fisher (prueba de multiples rangos) para determinar qué medias
fueron estadisticamente diferentes cuando fue requerido (Statgraphics Centurion®,
version XV.II) con un nivel de significancia fijado del 5% (o= 0.05). Una prueba no
paramétrica (Kruskal Wallis) fue utilizada para evaluar la produccién embrionaria
(porcentaje de blastocistos en el dia 7 y 8 y porcentaje de embriones transferibles

en el dia 7) con un nivel de significancia fijado del 5% (a= 0.05).

En el tercer experimento un arreglo factorial 2x2 el cual estudié si los efectos
fueron estadisticamente significativos (a= 0.05) de 2 factores en 28 corridas. El
arreglo factorial 2x2 fue realizado para evaluar el efecto sobre ROS y el porcentaje
de blastocistos en el dia 7 de una concentracion de PT (0.33 uM) y un grupo control,
en dos concentraciones de O2 (5 y 20%) usando un GLM. Los tratamientos fueron:
(0.33 uM en 5% de O2;0 uM en 5% de O2) y (0.33 uM en 20% de Oz; 0 uM en 20%
de O32). El disefio factorial fue corrido en 7 bloques y el orden de los tratamientos fue
completamente aleatorizado, esto garantizé proteccidn contra el efecto de variables
ocultas. El analisis fue realizado con el paquete estadistico (Statgraphics
Centurion®, version XV.II). Un modelo de regresion simple fue realizado para
describir la relacion entre el porcentaje de particulas positivas a ROS vy la

Concentracion de PT, asi como la relaciéon con la Concentracion de Oo.
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4.- RESULTADOS
4.1 Primer experimento: Evaluacion de la adicion de 0, 3, 9, 27, 81y 243 uM de PT

al medio de cultivo embrionario temprano (CDM1) y tardio (CDM2), sobre porcentaje
de embriones divididos, de mas de 6 células, porcentaje de lipidos y porcentaje de

blastocistos en el dia 8.

4.1.1 Porcentaje de embriones divididos y de mas de 6 células
No se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de embriones

divididos entre los tratamientos con PT (p>0.05) y lo mismo sucedi6é cuando fueron
comparados con el grupo control (p>0.05). Similarmente, no fueron encontradas
diferencias significativas entre el porcentaje de embriones de mas de 6 células entre
los tratamientos con PT (p>0.05) y cuando fueron comparado con el grupo control
(p>0.05).

4.1.2 Porcentaje de lipidos
El Cuadro 1 muestra los resultados de las concentraciones de PT evaluadas sobre

el porcentaje de lipidos que ocupan el citoplasma de los embriones bovinos PIV.

Cuadro 1.- Porcentajes de lipidos en embriones bovinos PIV después de la adiciéon
de PT a los medios de cultivo embrionario CDM1 y CDM2. Las medias y error
estandar son reportadas.

Resumen estadistico para porcentaje de lipidos.
Concentracion Porcentaje de Grupos Valor de “p”

de PT lipidos homogéneos

0 pM 20.1+1.8 b

3 uM 13.7+0.5 a

9 uM 13.9+0.9 a 0.0005
27 uyM 14.9+1.4 a

81 uM 11.443.0 a
243 uM 0+0

Se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineaciéon de las letras en columnas.

No existen diferencias

estadisticamente significativas entre aquellas literales que compartan una misma columna. El método empleado actualmente
para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.
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El porcentaje de lipidos contenido en el citoplasma de los embriones fue mayor en
el grupo control comparado con los embriones que fueron tratados con 3, 9, 27 y 81
MM PT (p<0.05), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos tratados con PT (p>0.05). El grupo de 243 uM no produjo embriones.
4.1.3 Porcentaje de blastocistos en el dia 8

En el Cuadro 2 se muestran los resultados de las diferentes concentraciones de PT

evaluadas sobre el porcentaje de blastocistos en el dia 8.

Cuadro 2.- Porcentajes de blastocistos bovinos PIV después de la adicion de PT a
los medios de cultivo embrionario CDM1 y CDM2. Las medias y error estandar son
reportadas.

Resumen estadistico para porcentaje de blastocistos en el dia 8.
Concentracién Porcentaje de Grupos Valor de “p”

de PT blastocistos homogéneos

0 uM 2.810.9 bc

3 uM 3.9+0.6 c

0.0121

9 uM 0.8+0.8 ab

27 yM 1.240.7 ab

81 uM 0.8+0.8 ab
243 uyM 0.0£0.0

Se han identificado 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las letras en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellas literales que compartan una misma columna. El método empleado actualmente
para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.

Los resultados muestran que el porcentaje de blastocistos producidos en el dia 8
fue mayor para el grupo experimental de 3 yM comparado con los embriones
producidos en los tratamientos de 9, 27 y 81 uM (p<0.05), sin embargo la produccién
de blastocistos en el dia 8 para el tratamiento de 3 uM no fue diferente comparado
con el grupo control (p>0.05). El grupo de 243 uM de PT no mostré produccién

embrionaria.
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4.2 Segundo experimento: Evaluacién de la adicién de PT al medio de cultivo
embrionario temprano (CDM1) y tardio (CDM2) sobre: el porcentaje de embriones
divididos, porcentaje de embriones de mas de 6 células, la cuantificacion del
porcentaje de lipidos, la produccion embrionaria (porcentaje de blastocistos en el
dia 7 y 8), porcentaje de embriones transferibles en el dia 7 y el conteo celular
(numero de células totales, numero de células de la MCI y numero de células del

TE), asi como la razén entre la MCI:Células totales y MCI: TE.

Cuadro 3.- Porcentajes de: embriones divididos, embriones de mas de 6 células,
lipidos, blastocistos al dia 7 y 8 y embriones transferibles al dia 7 al adicionar PT a
los medios de cultivo embrionario CDM1 y CDM2. Las medias y error estandar son
reportadas.

Tratamiento

Variables de 3 uM 1um 0.33 uMm 0.11 pMm 0 umM Valor

respuesta de p

Embriones div. | 76.1+3.9° | 72.4+1.8° | 78.5¢4.4° | 77.9+2.0° | 72.5+3.92 | 0.3505
(n=1021). (%)

Mas de 6 células | 67.1+3.12 | 63.2¢1.42 | 69.7+3.7° | 60.8+1.0° | 68.443.0° | 0.4191
(n=868). (%)

Porcentaje de 11.0+0.82 | 10.7+0.92 | 11.6+1.32| 11.3+1.1® | 17.0+1.2° | 0.0011
lipidos (n= 201).
(%)

Blastocistos dia 7.1+1.72 9.3+1.2° 9.4+1.9° | 10.8+2.12 | 21.5+3.0° | 0.0320
7 (n=87). (%)

Blastocistos dia | 14.1+1.7° | 19.4+1.9° | 21.1+2.6° | 20.8+2.1° | 35.5£3.0° [ 0.0010
8 (n=201). (%)

Embriones 38.6+1.4 | 40.3+2.0° | 52.8+3.1° | 51.1+1.7® | 62.0+2.6° | 0.0124
transferibles dia

7 (n= 42). (%)

ay b literales distintas en la misma fila representan diferencias estadisticas (p < 0.05).
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4.2.1 Porcentaje de embriones divididos
Los resultados mostrados en el Cuadro 3 indican que con respecto al porcentaje de

embriones divididos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos de 0.11, 0.33, 1y 3 (uM) de PT, (77.91£2.0, 78.5t4.4, 72.4+1.8,
76.1£3.9), respectivamente (p>0.05). Del mismo modo, no fueron encontradas
diferencias significativas entre los tratamientos con PT y el grupo control (72.5+3.9),
(p>0.05).

4.2.2 Porcentaje de embriones de mas de 6 células

Con referencia al porcentaje de embriones de mas de 6 células (Cuadro 3), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos de
0.11, 033, 1 y 3 (uM) de PT, (60.8£1.0, 69.7+£3.7, 63.2+1.4, 67.1+3.1),
respectivamente (p>0.05), ni cuando fueron comparados con el grupo control
(68.413.0), (p>0.05).

4.2.3 Cuantificacion del porcentaje de lipidos
Cuando fue evaluado el porcentaje de lipidos que ocupan el citoplasma de los

embriones bovinos PIV (Cuadro 3), se pudo notar claramente una disminucion de
lipidos dentro del citoplasma de los embriones en todos los tratamientos con PT
comparado con el grupo control (p<0.05), ver figura 3 y 4. El grupo control (0 uM),
resulté en mayor porcentaje de lipidos (17.0+1.2), comparado con los tratamientos
con PT de 3, 1, 0.33 y 0.11 (uM); (11.0+£0.8, 10.7+0.9, 11.6+1.3, 11.3%1.1),
respectivamente (p<0.05). No se fueron encontradas diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos con PT (p>0.05). (Ver figura 3).

4.2.4 Produccion embrionaria
En el Cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos sobre la produccion de

blastocistos. En grupo control (0 uM), produjo mayor porcentaje de blastocistos en
el dia 7 (21.5£3.0), en comparacion con los tratamientos con PT de 3, 1, 0.33 y 0.11
(M), (7.1£1.7, 9.3x1.2, 9.4+1.9, 10.8+2.1), respectivamente (p<0.05). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
experimentales con PT de 3, 1, 0.33 y 0.11 (uM), (7.1£1.7, 9.3£1.2, 9.4+1.9,
10.84£2.1), respectivamente cuando estos fueron comparados entre si (p>0.05). En

el dia 8 la produccién de embriones aumenté considerablemente en todos los
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tratamientos, sin embargo la mayor produccion de blastocistos en el dia 8
nuevamente fue para el grupo control (0 yM) (35.5+3.0), en comparacion con los
tratamientos con PT de 3, 1, 0.33 y 0.11 (uM), (14.1£1.7, 19.41£1.9, 21.1+2.6,
20.8+2.1), respectivamente (p<0.05).

4.2.5 Embriones transferibles en el dia 7
En este experimento también fue evaluado el porcentaje de embriones transferibles

en el dia 7, esto es resultado de la sumatoria de los blastocistos calidad 1y 2. En el
Cuadro 3 puede notarse claramente que el porcentaje de embriones transferibles
en el dia 7 (62.0£2.6) fue mayor para el grupo control (O uM), en comparacion con
tratamientos con PT (p<0.05). Dentro de los tratamientos con PT, el grupo de 0.33
MM mostré el mayor porcentaje en cuanto a embriones transferibles en el dia 7
(52.8+3.1), sin embargo este porcentaje no fue estadisticamente significativo
(p>0.05), cuando fue comparado con el resto de los tratamientos de 3, 1y 0.11 (M),
(38.6+1.4, 40.3£2.0, 51.1+1.7), respectivamente.

Gréfico Caja y Bigotes
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Figura 3. Porcentaje de lipidos en el citoplasma de los embriones. El grafico de cajas
y bigotes revela que la el porcentaje de lipidos fue mayor para el grupo control
comparado con los tratamientos con PT (p<0.05).

Punto rojo: Representa la media.

Los bigotes: Representan la desviacion estandar.
La caja: Representa el error estandar.
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Blastocistos bovinos producidos in vitro del tratamiento de 3 uM de PT.

Blastocistos bovinos producidos in vitro del tratamiento de 1 uM de PT.

Blastocistos bovinos producidos in vitro del tratamiento de 0.33 uM de PT.

Blastocistos bovinos producidos in vitro del tratamiento de 0.11 uM de PT.

Blastocistos bovinos producidos in vitro del tratamiento de 0 uM (grupo control).

Figura 4. Ejemplos de embriones bovinos PIV tehidos con Sudan Black para la
cuantificacion del porcentaje de lipidos.
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4.2.6 Numero de células totales

En el Cuadro 4 se muestran los resultados de las diferentes concentraciones de PT

evaluadas sobre el numero de células totales de los embriones bovinos PIV.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el numero de
células totales de los embriones bovinos PIV entre los tratamientos de 0.11, 0.33, 1
y 3 (uM) de PT, (73.249.2, 99.8 £ 12.8, 82.6% 4.3, 72.0 + 9.8) respectivamente
(p>0.05). Del mismo modo, no fueron encontradas diferencias significativas entre

los tratamientos con PT y el grupo control (83.8+7.7), (p>0.05), ver figura 5.

4.2.7 Numero de células de la MCI

En el Cuadro 4 se muestran los resultados de las diferentes concentraciones de PT

evaluadas sobre el nUmero de células de la MCI.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el numero de
células de la MCI entre los tratamientos de 0.11, 0.33, 1y 3 (uM) de PT, (34.6+3.0,
35.246.0, 39.6+4.3, 35.0+6.6), respectivamente (p>0.05). Similarmente, no se
encontraron diferencias significativas cuando se compararon los tratamientos con
PT y el grupo control (35.0+2.9), (p>0.05).

4.2.8 Numero de células del TE

En el Cuadro 4 se muestran los resultados de las diferentes concentraciones de PT

evaluadas sobre el numero de células del TE.

Los resultados revelan que no hay diferencias estadisticamente significativas para
el numero de células del TE entre los tratamientos de 0.11, 0.33, 1y 3 (uM) de PT,
(38.4+6.4, 59.2+9.1, 43.0+5.8, 37.0+6.9), respectivamente (p>0.05). Similarmente,
no se encontraron diferencias significativas cuando se compararon los tratamientos
con PT y el grupo control (42.7+4.3), (p>0.05).
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4.2.9 Razon entre la MCI:Células totales y MCI:TE.

El cuadro 4 muestra el resumen general de la relacion MCI:Células totales y MCI: TE.

Para la razon MCI:Células totales, fue encontrada una diferencia estadisticamente

significativas (p<0.05) entre el tratamiento de 0.33 (uM) de PT comparado con los

tratamientos de 0, 0.11, 1y 3 (uM) de PT. Para la relacion MCI:TE, los grupos de 0,

0.11 y 1 (uM) de PT no fueron diferentes (p>0.05), sin embargo fueron diferentes

comparados con el grupo de 3 pM de PT (p<0.05), del mismo modo fueron

diferentes (p<0.05) comparado con el grupo de 0.33 uM de PT. Los tratamientos de

3 y 0.33 uM de PT mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05),

ver Cuadro 4.

Cuadro 4.- Resumen general del conteo celular que corresponde a: el numero de
células totales, numero de células de la MCI y numero de células del TE; asi como
la razon de la MCI: Células totales y MCI:TE.

Tratamiento

Variables de 3 um 1uM 0.33 uM 0.11 pM 0 um Valor
respuesta dep

Numero de 72.0+9.8° 82.614.3° 99.8+12.87 | 73.2+9.2° 83.8+7.7° | 0.3058
células totales

(n=120).

Numero de 35.0+6.6° 39.6%4.3° 35.246.0° 34.6+3.0° 35.0+2.9% | 0.4509
células de la

MCI (n= 120).

Numero de 37.0£6.9° 43.0+5.8° 59.2+9.1° 38.4+6.4° 42.7+6.4% | 0.1944
células del TE

(n=120).

MCI:Células 48.6£5.3° 47.9+4.8% 35.2+6.9° 47.2+3.9° | 41.76+8.42 | 0.0055
totales

MCI:TE 0.94+0.05% | 0.92+0.07° | 0.59+.010¢ | 0.90+031° | 0.81+0.12° | 0.0016

a, b y c literales distintas en la misma fila representan diferencias estadisticas (p < 0.05).
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Medias y 95.0% de Fisher LSD

111
101
91
81
71
61

Células totales

51

0 uM 0.11 M 0.33 uM 1 uM 3 uMm
Concentracion de Pterostilbene

Figura 5. Cuantificacion del numero de células totales por tratamiento.

4.3 Tercer experimento: Evaluacion del efecto de PT adicionado al medio de
cultivo embrionario temprano (CDM1) y tardio (CDM2), en dos concentraciones de
Oxigeno sobre la generacion de ROS. Un arreglo factorial 2x2 fue llevado a cabo
para determinar el efecto de dos factores: Concentracion de PT (0.33 y 0 uM) y
Concentracion de O2 (5 y 20 %) el cual determind si los efectos fueron

estadisticamente significativos (a= 0.05).

Cuadro 5. Efecto de la adicion de PT al medio de cultivo embrionario temprano
(CDM1) y tardio (CDM2), sobre la generacién de ROS y % de blastocistos (dia 7).

Tratamiento Valor p

Variables de | 0.33 pMen| 0 uMen | 0.33 pM en 0 pMen

respuesta 5%de 0, | 5%deO, | 20% O 20% de O;
ROS (%) |5.8+2.52 20.9+3.8° | 7.1x2.72 23.6+3.7° 0.0001
Blastocistos
eneldia7 |28.8+1.6% |[32.6£3.28| 26.6£1.0° | 27.8+2.22 0.1655
(%)

Para ROS a y b, literales distintas en la misma fila representan diferencias estadisticas (p < 0.05).
Para % de blastocistos en el dia 7: No existen diferencias estadisticamente significativas (p>0.05).
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En el Cuadro 5 puede verse claramente el efecto de PT sobre la generacion de
ROS. Una reduccion en la generacion de ROS fue observado cuando fue
comparado los tratamientos con 0.33 pM en 5 y 20% (5.8+2.5, 7.1£2.7)
respectivamente, con el grupo control (0 uM) en 5 y 20% (20.9+3.8, 23.613.7),
respectivamente (p<0.05). El cuadro anterior muestra el efecto de la concentracion
de PT (0.33 uM), el cual muestra un efecto estadisticamente significativo (p<0.05),
sin embargo cuando fue evaluado la concentracion de O2 no se encontré efecto
estadisticamente significativo (p>0.05), ver figura 6, es decir la tension de O2 no

influyé en la generacion de ROS.

Diagrama de Pareto para ROS

A:Concentracion de Pterostilbene

B:Concentracion de Oxigeno

ABI

R?= 87.4563

il

0 2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 6. Grafico de efectos principales e interaccion para los factores

Concentracion de PT y Concentracion de Oxigeno.

El grafico de Pareto muestra el efecto de la Concentracion de PT y de la
Concentracion de O2 sobre la generacion de ROS. Puede observarse que el factor
Concentracion de PT muestra un efecto estadisticamente significativo, sin embargo
su efecto es negativo, es decir, a medida que la concentracion de PT se incrementa,
la generacién de ROS se ve disminuida (p= 0.0001), ver figura 7. Cuando fue
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ROS (%)

evaluada la Concentracion de O2 no se encontro efecto estadisticamente
significativo sobre la generacion de ROS (p= 0.4060), es decir, en este experimento
la concentracion de Oz no influyé en la generacién de ROS bajo un tratamiento con
PT, en otras palabras el efecto del reactivo fue mayor que el efecto de las tensiones
de O2. Por otra parte puede observarse que los grupos experimentales que no
fueron tratados con PT, muestran un incremento en la generacion de ROS (Ver
Cuadro 5), comparados con sus contrapartes, el cual indica un fuerte efecto de PT
independientemente de la tension de O2. El grafico (ver figura 6) muestra que la
interaccién no tuvo influencia sobre la generacion de ROS, ya que no muestra efecto

estadisticamente significativo (p= 0.7664).

Finalmente se encontré una correlacion negativa (r= -0.83479) estadisticamente
significativa entre la Concentracién de PT y la generacion de ROS (p= 0.0001), ver
figura 7. No fue encontrada una correlacion (r= 0.106962) estadisticamente
significativa entre la Concentracion de Oz y la generacién de ROS (p= 0.6335), ver

figura 7.

Efectos Principales

Pendiente=-27.7582
r=-0.83479

S

Pendiente= 0.0782466
r=0.106962

0 uM 0.33 uM 5% 20 %
Concentracién de Pterostilbene Concentracion de Oxigeno

Figura 7. Valores de las Pendientes y Coeficientes de Correlacién para los factores

Concentracion de PT y Concentracion de Oo:.
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Por ultimo, la produccion de blastocistos en el dia 7 fue evaluada en el presente
experimento. La Concentracion de PT no tuvo efecto sobre la produccion de
blastocistos en el dia 7 (p= 0.6661), algo similar fue encontrado cuando se evalu6
el efecto de la Concentracion de O2 sobre la produccién de blastocistos (p= 0.7696).
En otras palabras ambos factores no afectaron la producciéon embrionaria en general

(p=0.1655). La produccion embrionaria para los 4 tratamientos fue similar (p>0.05).
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5.- DISCUSION

En el presente trabajo se evaluo el uso de la molécula Pterostilbene (PT) adicionado
al medio de cultivo de embriones bovinos, en cuanto a parametros de desarrollo
embrionario, conteo celular, acumulacion de lipidos y acumulacion de Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS), bajo la premisa de que esta molécula no inhibe el
desarrollo embrionario, pero si reduce la acumulacion de lipidos y de ROS. Hasta
donde se ha investigado, no existen reportes previos sobre el uso de PT para la
produccion de embriones bovinos PIV, ni en cualquier otra especie, ya sea usado
para suplementar el medio de maduracion, fertilizacion o desarrollo embrionario. Se
sabe actualmente que la calidad intrinseca de los ovocitos va a determinar la
capacidad para llegar a la fase de blastocistos (Sirard y Blondin, 1996; Rizos et al.,
2002b), pero también se sabe que es el medio de cultivo embrionario quien
determina la calidad de los embriones PIV (Rizos et al., 2002b). Por esta ultima

razén se llevo a cabo la adicion de PT al medio de cultivo embrionario.

Como ya se menciond, no esta reportado el uso de PT en embriones de mamiferos;
sin embargo, su uso se ha reportado en lineas celulares, estudiado su efecto en
acciones terapéuticas como: agente anticancerigeno, modulacion de la enfermedad
neuroldgica, anti-inflamatorio, atenuacién de la enfermedad vascular, acciones anti-
diabéticas, agente hipo-lipidémico y agente antioxidante (McCormack y McFadden,
2013; Perecko et al., 2008; Remsberg et al., 2008; Mikstacka et al., 2010; Zhang et
al., 2012), siendo éstos dos ultimos efectos de especial interés en el presente

estudio.

Experimento 1.- Los porcentajes logrados en el presente experimento (menos del
4%) son muy bajos si se comparan con los reportados por otros autores, quienes
obtuvieron entre 20 y 40% de blastocistos (Gordon, 1994; Rizos et al., 2002a; Rizos
et al., 2002b; Sudano et al., 2011; Ordonez-Ledn et al., 2014). La explicacion de
estos resultados puede residir en dos factores: primero un efecto detrimental de la

molécula adicionada y segundo y mas importante, al ser este el primer experimento
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realizado, no se habia alcanzado la pericia suficiente y los resultados pudieron ser

también bajos por la curva de aprendizaje (capacitacion).

Dentro del primer aspecto, del posible efecto detrimental de la molécula, es
necesario hacer mencién que PT es un potente agente anticancerigeno y éste
efecto esta asociado con su efecto apoptético a nivel celular (Alosi et al., 2010). Este
mismo autor reporta que a partir de una concentracion de 25-100 yM, PT muestra
su efecto apoptotico. También ha sido reportado que a concentraciones altas PT (30
MM) incrementa la produccién de Oz, reduciendo la viabilidad celular, facilita la
despolarizacion de la mitocondria, activa la apoptosis intrinseca mediada por la

mitocondria, el cual esta asociada con la liberacion de caspasa (Mannal et al., 2010).

Mannal et al., (2010) reportan un efecto dosis-dependiente en la produccion de Oz,
es decir un mecanismo de apoptosis celular mediado por ROS (Chakraborty et al.,
2012). Conociendo la descripcion anterior podemos asumir que la naturaleza de la
molécula pudo haber tenido un efecto negativo sobre las células en los embriones
bovinos PIV, en el presente experimento se hizo una clasificaciéon arbitraria de las
concentraciones, por un lado las concentraciones bajas (0, 3 y 9 pyM) y las
concentraciones altas (27, 81 y 243 yM). Tomando en cuenta los reportes descritos
con anterioridad el rango dentro del cual PT tiene un efecto apoptético mediado por
ROS va de 25-100 uM, se puede asumir que las concentraciones evaluadas en este
experimento preliminar estan dentro del rango en cual PT tiene efectos negativo. La
concentracion mas alta que fue evaluada en este experimento fue de 243 pM, grupo
experimental que no mostrd produccion embrionaria (0%), este resultado podria ser
por el efecto negativo de PT debido a una concentracion muy alta, por encima de la

concentracion (100 uM) reportada por Alosi et al., (2010).

Por otra parte, la produccion embrionaria baja que mostraron los tratamientos de 3
y 9 (MM) y el grupo control, tentativamente puede ser explicado por la estructura
quimica de PT. Se sabe que PT es mas lipofilico comparado con Resv y esta
caracteristica es debido a los grupos metoxilo que tiene PT (Cichocki et al., 2008).
Es decir, PT es un analogo dimetilado de Resv (Rimando et al., 2002) y esto lo hace

altamente liposoluble (McCormack y McFadden, 2013).
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Lo anterior tiene mucha importancia debido a que en el presente experimento los
zigotos y embriones de mas de 6 células fueron cultivados en cajas Petri en
microgotas y éstas cajas contenian mas de dos tratamientos, es posible que la
molécula haya difundido a través del aceite mineral que recubria las gotas y pudo
haber afectado incluso al grupo control sin embargo, no pudo afectarlo al grado de
inhibir el desarrollo embrionario, por lo que la causa mas plausible se atribuye a la
curva de aprendizaje, ya que en experimentos posteriores se noté una mejoria en
la produccién embrionaria. En todo caso, este primer experimento fue util para

determinar que la dosis de 243 uM de PT fue letal para los embriones.

Tanto en el experimento 1 y 2 la acumulacion relativa de lipidos en el citoplasma
del embrion fueron evaluados. En ambos experimentos la acumulacion de lipidos
fueron mas altos (p<0.05) para el grupo control que para los grupos tratados con
PT. No hay reportes acerca del uso de PT y de Resv como agentes reductores de
lipidos en embriones bovinos PIV, sin embargo se ha reportado que tanto Resv y
PT participan en la modulacion del metabolismo lipidico en otras lineas celulares
(Frémont, 2000; McCormack y McFadden, 2013).

La reduccidon de la acumulacion lipidica en el citoplasma de los embriones en el
presente estudio podria ser explicada por los hallazgos en otras lineas celulares.
Frémont, (2000) reporta que las ratas que fueron alimentadas con dietas que
inducian la hiperlipidemia, Resv tuvo la capacidad de inhibir la acumulacion hepatica
de triacilglicerol y colesterol, es decir llevar a cabo la modulacion del metabolismo
lipidico. PT al ser un analogo de Resv es probable que tenga un mecanismo de
accion similar. En un estudio llevado a cabo en la Universidad de Toronto, en el cual
fue usada la linea celular HepG2 del carcinoma humano, los autores reportan una
disminucién significativa de la concentracion de la Apolipoproteina B, (la cual es
precursora del colesterol y responsable de transportar moléculas grasas (lipidos) al
interior de las células), en respuesta al incremento en las concentraciones de Resv
(50 uM/L), ademas las tasas de esteres de colesterol y triglicéridos fueron mas bajas
(Frémont, 2000).
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Se han postulado varias teorias que tratan de explicar el acumulo de gotas lipidicas
en los embriones bovinos PIV. De La Torre-Sanchez et al., (2006a) postula que la
acumulacion de lipidos es el resultado de la falta de capacidad mitocondrial para
metabolizar los complejos lipidicos a través de la beta oxidacion. Por su parte
Camargo et al., (2008), reporta que la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
juega un papel importante en la modulacion del acumulo de lipidos en los embriones

bovinos PIV. La G6PD, es la enzima limitante en la PPP.

Hsu et al., (2012), evaluaron el efecto de PT sobre la proliferacién celular y la
adipogénesis en células 3T3-L1, la cual es una linea celular derivada del ratén
usada para investigacion sobre el tejido adiposo ya que tienen la capacidad para
diferenciarse en adipocitos. Los autores reportan que PT tuvo la capacidad para
disminuir el crecimiento de la poblacion celular y pudo provocar el arresto del ciclo
celular en la fase G2/M (el cual es un periodo de crecimiento celulary sintesis rapido
de proteinas, periodo durante el cual las células se preparan para llevar a cabo la
mitosis) en pre-adipocitos 3T3-L1. También se reporta que durante ese periodo que
comprende la diferenciacion de los adipocitos, PT pudo inhibir la formacién de gotas
grasas y la acumulacion de triglicéridos usando una dosis de 10 uM (Hsu et al.,
2012).

Hsu et al., (2012), suponen que PT tiene la capacidad de inhibir la actividad de
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GDPH) (el cual es una enzima que aumenta la
velocidad de oxidacidon de glicerol-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato y esta ultima
es la responsable de la biosintesis de los lipidos). Se piensa que PT regula
significativamente la expresion genética del gen responsable de transcribir el RNA
que produce la adiponectina, ademas de inhibir la expresién genética de leptina,
resistina y sintetasa de acidos grasos (FAS) en la diferenciacion de los adipocitos
3T3-L1. También se puede llegar a pensar que PT tiene efecto anti-adipogénico

sobre los pre adipocitos y adipocitos (Hsu et al., 2012).

Se ha reportado que el tratamiento con 10 uM de PT inhibe la acumulacién de lipidos
en la diferenciacion de los adipocitos en células 3T3-L1 (Hsu et al., 2012). También

se ha reportado que 10 uM de PT provoca la inhibicion de los triglicéridos a nivel
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intracelular (Hsu et al., 2012). Asi como la inhibicion de la actividad de GDPH en la
diferenciacion de los adipocitos en células 3T3-L1. El tratamiento de las células 3T3-
L1 en la diferenciacion de los adipocitos con PT (10 pM) incremento

significativamente la expresion de ARNm de adiponectina (Hsu et al., 2012).

Esta breve explicacion del mecanismo de accion de PT podria ayudar a entender la
reduccion lipidica en el citoplasma de los embriones bovinos PIV del presente
estudio, asi como entender el modelo tedrico propuesto por Camargo et al., (2008)
que postula que la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), es la responsable del
acumulo de lipidos en los embriones bovinos PIV, ya que la misma PPP aporta los
cofactores reductores (NADPH) necesarios para la sintesis de lipidos (Camargo et
al., 2008).

Se ha demostrado que el uso en los medios de cultivo de embriones de inhibidores
de la G6PD, tales como Dehidroepiandrosterona —-DHEA (Pérez-Crespo et al., 2005;
Kimura et al., 2005) o de acidos grasos poli-insaturados (Hochi et al., 1999; Pereira
et al.,, 2007), una mayor proporcidon de embriones sobrevive un proceso de
criopreservacion, debido a que una disminucion en la codificacion de la G6PD en la
PPP lleva a reducir la transcripcion de los genes Acetil CoA Carboxilasa Alfa y la
Sintetasa de Acidos Grasos que son las responsables para codificar las enzimas

limitantes en la sintesis de lipidos (Revisado por Camargo et al., 2008).

El hecho de que los embriones bovinos PIV hayan mostrado menor cantidad de
lipidos comparado con el grupo control es de suma importancia, ya que actualmente
se sabe que una mayor cantidad de lipidos en el citoplasma de los embriones afecta
negativamente a la criopreservacion (Leibo et al., 1995; Abe et al., 2002), esto
adquiere mucho interés ya que embriones con bajo contenido en lipidos, tal y como
se reporta en el presente experimento podrian tener mayor probabilidad de resistir
a la criopreservacion y actualmente se sabe que esta resistencia es un indicador
confiable de la calidad de los embriones (Imai et al., 2002; Lonergan et al., 2003ab;
Rizos et al., 2003, Sudano et al.,, 2011). Lo que no se sabe es qué tanto esta
inhibicion de las rutas metabdlicas generadoras de lipidos, pueden afectar la
viabilidad del embrion.
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Accorsi et al., (2016), reportan una disminucion significativa de la cantidad de lipidos
que ocupan el citoplasma de los embriones bovinos PIV al suplementar el medio de
cultivo con acido linoleico y ademas reportan que esta reduccién lipidica esta
correlacionada con la supervivencia después de la criopreservacion. Informes
similares fueron realizados con anterioridad por Barcel6-Fimbres y Seidel, (2007)
en donde reportan un aumento significativo de la supervivencia de los embriones
bovinos PIV seguida de la congelacion vy vitrificacion al cultivar los embriones

previamente con Etosulfato de Fenazina (PES), un agente reductor de lipidos.

El mecanismo especifico a través del cual la acumulacién de lipidos en embriones
PIV afecta la criotolerancia es desconocida, sin embargo, la peroxidacion de los
lipidos podria explicar la reduccion en la crio-tolerancia de los embriones (Seidel,
2006). Por lo tanto, la elevacién del contenido de lipidos en los embriones podria
aumentar la produccion de radicales libres y estimular la muerte del embridn
(Barcel6-Fimbres y Seidel, 2007b), citado por Sudano et al.,, 2011b. Ha sido
reportado que la acumulacién de gotas lipidicas es causa para que los embriones
sean mas sensibles al dafo oxidativo (Abe y Hoshi 2003) y por consecuencia esto

conlleva a la reduccion de la criotolerancia (Abe et al. 2002; Sudano et al. 2011b).

En un estudio llevado a cabo por Rhodes-Long et al., (2015), se evaluaron 10 uM
de Forskolin adicionado al medio de desarrollo embrionario, los autores reportan
que Forskolin mostré una disminucion de lipidos en los embriones bovinos PIV en
las razas Jersey y Holstein, ademas los embriones tratados con Forskolin mostraron
una cantidad de lipidos similar a sus contrapartes producidos in vivo. Este agente
lipolitico adicionado al medio de desarrollo embrionario tiene el potencial para bajar
la acumulacion lipidica y mejorar la viabilidad embrionaria en términos de la
criotolerancia de los embriones PIV, la cual es un indicador de la calidad

embrionaria.

Por otra parte, en el segundo experimento los resultados para la cuantificacion del
porcentaje de los embriones divididos a las 56 horas son superiores a los reportados
por Salzano et al., (2014) quienes reportan una disminucién de la division celular

(68%), al evaluar una molécula parecida a PT, por su parte los resultados para el
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presente experimento son diferentes a los publicados por Barcel6-Fimbres y Seidel,

(2007b), quienes reportan un porcentaje de division embrionaria mayor.

Resultados similares a Barcelé-Fimbres y Seidel, (2007b), fueron reportados por
Lee et al., (2010) quienes encontraron una tasa de division de 81.3+2.7, en
embriones porcinos al usar 0.5 yM de Resv en el medio de desarrollo embrionario.
Mukherjee et al., (2014) reporta una tasa de divisién en caprinos de 80.85+0.4 al
suplementar el medio de maduracién con 0.5 pM de Resv, resultados que son
diferentes a los reportados en el presente experimento. Por otra parte en el presente
experimento el porcentaje de embriones de mas de 6 células son similares a los
reportados por Barceld-Fimbres y Seidel, (2007b), quienes reportan un porcentaje
del 70-72%.

En el presente experimento se evalud el porcentaje de blastocistos en el dia 7.
Dentro de los tratamientos con PT, la menor produccion de blastocistos fue para el
grupo de 3 uM, el cual fue la concentracion mas alta, mientras que la mayor
produccion de blastocistos en el dia 7 fueron para los tratamientos de 0.11 y 0.33
MM, es decir, concentraciones baja. Lo anterior podria apoyar la hipotesis de
Salzano et al.,, (2014), quien sugiere probar concentraciones mas bajas de la
fitoalexina evaluada en su trabajo. Los resultados para la produccién de blastocistos
en el dia 8 estan dentro de un rango de 14-35 % del total de embriones de mas de

6 células que pasaron al cultivo tardio.

Un estudio realizado por Salzano et al., (2014) no incluy6 la evaluacion de la
produccion embrionaria ya sea en el dia 7 u 8, por esta razén no tenemos fuentes
para poder comparar nuestros resultados. Sin embargo un trabajo previo de Abdel-
Wahab et al., (2012), reportan una produccion de blastocistos de 36.3% (del total
de embriones puestos a cultivar) al suplementar el medio de cultivo embrionario con
0.5 uM de Resv, estos resultados son superiores a los reportados en el presente
trabajo experimental al evaluar dosis de PT en un rango de 0.11 - 3 yM. La mayor
produccion de embriones en el presente experimento fue para el grupo control
comparado con los tratamientos con PT.
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Entre los tratamientos, el grupo de 0.33 pM de PT resulté en una mayor produccion
embrionaria (21.1+£2.6), sin embargo es diferente al reportado (36.3%) por Abdel-
Wahab et al., (2012). De acuerdo con el reporte de Abdel-Wahab et al., (2012), en
un ensayo preliminar para determinar la concentracién 6ptima de Resv, los rango
evaluados fueron de 0.5 a 10 uM de Resy, ellos reportan que la concentracion
optima es de 0.5 yM y encontraron evidentes efectos toxicos en concentraciones
superiores a 5 uM, esta conclusion es similar al reportado por Salzano et al., (2014),
quien sugiere evaluar concentraciones mas bajas que 0.5 pM de Resv para

incrementar la produccion embrionaria.

De acuerdo con lo anterior, es probable que las concentraciones evaluadas de PT
en el presente experimento, las cuales estan en un rango de 0.11 a 3 (uM), todavia
sean concentraciones altas si tomamos en consideracion reportes anteriores que
establecen un efecto mucho mas potente de PT comparado con Resv (Rimando et
al., 2002; Chiou et al., 2011; McCormack y McFadden, 2012) y apoptéticos a altas

concentraciones (Szende et al., 2000; Kuwajerwala et al., 2002).

De acuerdo con esta observacion es probable que a concentraciones mas bajas
tanto PT y Resv podrian tener un efecto benéfico en la produccion de blastocistos.
Abdel-Wahab et al., (2012), reportan efectos detrimentales de Resv a
concentraciones elevadas, tal y como fue observado en el primer experimento
preliminar para PT. En un estudio llevado a cabo por Mukherjee et al., (2014) en
caprinos, se reporta una produccion de blastocistos de 28.64+0.54 (del total de
embriones cultivados) al suplementar el medio de maduracién con 0.25 uM de Resy,
cifra que siguen siendo mas alta comparada con los resultados de los grupos

tratados con PT en el presente trabajo.

Un estudio realizado en porcinos revela una mejora significativa en la produccién de
blastocistos al dia 7 (Lee et al., 2010), prueba de ello es el 45% de blastocistos
obtenidos en dia 7 (del total de embriones divididos) al suplementar el medio de
cultivo embrionario con 0.5 uM de Resyv, cifra que es muy superior al porcentaje de
blastocistos obtenidos en el dia 7 en el presente estudio. 0.5 yM de Resv en

porcinos resultd ser benéfico, pero en bovinos y caprinos, parece ser que son
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requeridas dosis relativamente mas bajas para observar una mejora significativa en

la produccién de blastocistos.

En el presente experimento también se reporta el efecto de PT sobre el porcentaje
de embriones transferibles en el dia 7, nuestros resultados son diferentes al
reportado por Salzano et al.,, (2014), quienes reporta porcentajes mas altos
comparado con los nuestros, 70.1% de embriones transferibles al suplementar el

medio de cultivo embrionario con 0.5 yM de Resv.

Por otra parte, los resultados para el numero de células de la MCI coinciden con los
reportados por Salzano et al., (2014) al evaluar 0.5 uM de Resv (36.4+1.4). Esta
similitud en el numero de células de la MCI puede ser explicada por la naturaleza
entre los dos estilbenos: PT y Resv, ya que ambos tienen una estructura quimica
similar y PT muestra efectos similares a Resv (McCormack y McFadden, 2013). Del
mismo modo nuestros resultados son muy similares a los reportados por Van Soom
etal., (1997), quienes reportan un conteo celular para MCI de 35.0+4.9, por su parte
Thouas et al., (2001) reporta una conteo celular de 34.2+1.84, cifra que coincide con
nuestros resultados, pero tomando en cuenta que estos dos ultimos reportes no
usaron alguna fitoalexina durante el procedimiento de produccién embrionaria, sin
embargo nuestros resultados difieren del reportado por Hosoe et al., (2016), quienes
reportan un conteo celular para la MCI de 52.1+15.4 al suplementar el medio de

desarrollo con 0.05% de Sericina.

Los resultados para el numero de células del TE difieren de los reportados por
Salzano et al., (2014), quienes al usar 0.5 uM de Resv adicionado al medio de cultivo
embrionario reportan un conteo para las células del TE de 85.314.1. En el presente
experimento el tratamiento que tuvo mayor cuantificacion para las células del TE fue
el tratamiento de 0.33 pM (59.219.1), sin embargo es diferente al reportado por
Thouas et al., 2001 (117.5t4.9 y 167.817.66, para el dia 7 y dia 8 cuando los
embriones han eclosionado.) De La Torre- Sanchez et al., (2006b) reporta un conteo
para las células de TE de 80+13.1 al adicionar a los medios de cultivo embrionario
G2.1/G2.1 30 uM de 2,4-dinitrofenol (DNP).
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Algunos estudios han reportado efectos positivos de Resv en la reproduccion en
mamiferos (Kwak et al., 2012; Huang et al., 2013) y se ha demostrado en cerdos
que mejora la produccion de blastocistos, asi como la calidad de los embriones
porcinos PIV (Lee et al.,, 2010). Al igual que PT, Resv tiene efecto en algunos
aspectos del metabolismo y funciona como un agente quimioterapéutico en cancer
(Pirola y Frojdo, 2008). Es muy probable que Resv al tener efecto anticancerigeno
su mecanismo de accién sea llevar a cabo la apoptosis celular mediada por ROS,
similar a PT (Chakraborty et al., 2012).

Esto ultimo recobra importancia ya que podria explicar el conteo celular
relativamente bajo observado para las células de TE en este experimento al usar
PT. Se ha reportado un efecto benéfico de 0.5 yM de Resv durante el cultivo
embrionario sobre la resistencia a la criopreservacién de embriones bovinos PIV por
Salzano et al., (2014), y sugieren para futuras investigaciones evaluar
concentraciones mas bajas del compuesto ya que en su estudio y bajo sus
condiciones 0.5 yM de Resv no mejoro la produccion embrionaria, y si comparamos
el conteo celular que reporta Salzano et al, (2014) para las células del TE

comparada con lo reportado por Thouas et al., (2001), también son bajos.

Es probable que la concentracion de 0.33 uM de PT quién tuvo la mayor cantidad
de células del TE, todavia sea una concentracion que pudiera tener un efecto
ligeramente detrimental en las células del embrion, esto puede ser confirmado por
algunas observaciones que fueron realizadas en este experimento en donde se
observd un conteo para células totales de 30-32 por embridn durante el primer
experimento, sin embargo estos datos no fueron contemplados, ni son mostrados
debido a la “n” reducida. Una conclusién similar fue realizado por Salzano et al.,
(2014), al evaluar un analogo de PT y apoya nuestra actual hipétesis, es decir que
la concentracion podria tener un efecto apoptético en las células del embridn, sin
embargo en ese estudio no se evalud la apoptosis al igual que en el presente

estudio.

Nuestra hipétesis también es apoyada por el hecho de que PT al ser un analogo de
Resv y este ultimo ha demostrado efecto proliferativo a bajas concentraciones, es
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decir promueve la divisién celular y efectos anti-proliferativos y apoptéticos a altas
concentraciones (Szende et al, 2000; Kuwajerwala et al., 2002), las
concentraciones evaluadas en el actual experimento y la evaluada por Salzano et
al., (2014), podrian ser todavia altas. Por otra parte nuestros resultados son muy
similares a los reportados por Hosoe et al., (2016), quienes reportan un conteo
celular para las células de TE de 66.3£17.6, al adicionar al medio de cultivo

embrionario 0.05% de Sericina.

Con respecto al numero de células totales del embridon, en un estudio realizado por
Salzano et al., (2014), reportan un conteo de células totales de 121.7+4.6. El conteo
de células totales para el tratamiento de 0.33 pM (99.8+12.8) es diferente al
reportado por (Salzano et al., 2014). Nuestros resultados también difieren cuando
lo comparamos con las células totales del tratamiento de 3 uM (72.0+9.8), que fue
la concentracion mas alta evaluada, sin embargo esto podria apoyar nuestra
hipotesis de que el rango de las concentraciones evaluadas de PT tengan un efecto

detrimental en las células del embridn.

La explicacion de esta variacion entre ambos resultados al usar fitoalexinas muy
similares podria estar en el efecto anticancerigeno mediado por ROS de ambos
estilbenos. Como ya se ha mencionado PT es mucho mas potente que Resv, por lo
que podriamos asumir que la concentracién de 3 uM que fue la que tuvo menor
numero de células totales podria ser resultado de algun efecto detrimental debido a
la concentracion relativamente alta. Por otra parte nuestros resultados son similares
si los comparamos con los reportados por Barcel6o-Fimbres y Seidel, (2007b),
quienes reportan un conteo para células totales de 94.0+4.9, al suplementar el
medio de cultivo embrionario con PES. Nuestros resultados también son similares
a los reportados por De La Torre-Sanchez et al., (2006b) quienes reportan un conteo
celular de 102.6+3.2, 105.9+3.1 y 99.74£3.1 al suplementar el medio de cultivo
embrionario con 10, 30 y 90 (uM) de 2,4-dinitrofenol (DNP). Con base en nuestros
resultados podriamos asumir tentativamente que PT muestra un patron de efecto

positivo o negativo dependiente de la concentracidn, es decir a mayor concentracion
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muestra efectos negativos, pero a menor concentracion parece ser que es benéfico

para los embriones.

El presente experimento incluyo el calculo del porcentaje para las células de la MCI
con respecto a las células totales, asi como la razon entre las células de la MCl y
TE (ver Cuadro 4). De acuerdo con Koo et al., (2002) podemos hacer una
clasificacion arbitraria de los porcentajes de la MCI con respecto a la células totales
de los embriones. En el grupo 1 estan los porcentajes <20%, grupo 2 incluye los
porcentajes de 20-40%, el grupo 3 los porcentajes que van del 40-60% y finalmente

el grupo 4 incluye porcentajes >60%.

De acuerdo con la clasificacién anterior la mayoria de los grupos experimentales
estan incluidos en el grupo 3, a excepcion del tratamiento de 0.33 pM, el cual esta
comprendido dentro del grupo 2. Este ultimo resultado es similar el reportado por
Salzano et al., (2014) quien encontré que la mayoria de los embriones estaban
comprendidos dentro de la clasificacion del grupo 2. La variacion que fue observada
en el presente experimento, en donde la mayoria de los grupos experimentales
estuvieron dentro del grupo 3, podria tener su explicacion en el numero menor de
células totales que mostraron si los comparamos con el tratamiento de 0.33 pM,
tratamiento que mostr6 mayor conteo celular, sin embargo debe ser tomado en
cuenta que para los embriones bovinos PIV la clasificacion 2 para la relacién de la
MCI con respecto a las células totales es normal, de acuerdo a lo reportado por (Koo
et al., 2002; Van Soom et al., 1997).

Por otra parte nuestros resultados del grupo 3 son similares a los reportados por
Koo et al., (2002) quienes reportan una relacion MCI:Células totales para los
embriones bovinos PIV de 42.6 +14.9, porcentaje que esta dentro del grupo 3, una
relacion de 34.9+8.9 para los embriones bovinos producidos in vivo y de 50.1£17.9

para los embriones producidos por Transferencia Nuclear (TN).

La relacion entre la MCl y del TE también fue calculada en el presente experimento.
Nuestros resultados son superiores a los reportados por Salzano et al., (2014)
(0.42), aunque ellos no reportaron este parametro, se puede asumir de acuerdo a

sus datos publicados, del mismo modo nuestros resultados son superiores a los
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reportados por Hosoe et al., (2016), quienes muestran una tasa de 0.53 al
suplementar el medio de desarrollo con 5% FBS y una relacion de 0.78 al
suplementar el medio de desarrollo embrionario con 0.05% de Sericina, aunque
tampoco muestran este parametro, es facil deducirlo por los datos mostrados en su
publicacion. De acuerdo a los datos mostrados por Koo et al., (2002), se puede
apreciar una relaciéon MCI:TE de 0.52 para embriones bovinos producidos in vivo,
0.73 para embriones bovinos PIV y 0.98 para embriones bovinos provenientes de
TN, estos resultados son similares con los obtenidos en el presente estudio.
Finalmente, Kwun et al., (2003) reporta una tasa de MCI:TE en un rango que va de
0.31+£0.05 a 0.46+0.18, estos resultados son inferiores a los reportados en el

presente estudio.

La importancia de la cuantificacién del conteo celular de los embriones bovinos PIV
tiene mucha importancia ya que puede ser un indicador de la calidad y viabilidad
embrionaria, aparte de un porcentaje menor de lipidos en el citoplasma de los
embriones PIV. Se sabe que el numero de células totales y la relacion de la MCI:TE
son 2 de los mas importantes indicadores de la calidad de los blastocistos (Hosoe
et al., 2016), a medida que incrementa la razon MCI:TE, también lo hace la calidad
de embrion (Kwun et al., 2003). La MCI va a dar origen al tejido embrionario y una
parte de las capas embrionarias y las células del TE son las responsables de la
formacion de las membranas fetales de la placenta, todo esto revela que ambas
lineas celulares son de suma importancia para el embrion y supervivencia fetal
(Hosoe et al., 2016).

En el tercer experimento, PT mostré ser agente reductor de ROS. Esta idea es
apoyada por los niveles bajos de ROS que fueron observadas cuando PT fue
agregado al medio de cultivo embrionario en cualquiera de las dos tensiones de Oz
(5 y 20%). La produccién de blastocistos en el dia 7 no fue diferente en los 4
tratamientos evaluados. Al adicionar un antioxidante al medio de cultivo embrionario
se esperaria una reduccién importante en la generacion de ROS, tal y como se
reporta en el presente experimento y al mismo tiempo un incremento en la

produccion de blastocistos se esperaria.
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En el presente experimento, PT redujo significativamente las ROS, pero no
incrementd la produccion de blastocistos en el dia 7, contrario a lo que se esperaria
obtener. La produccién embrionaria no fue diferente entre los tratamientos con PT
y los grupos controles. La explicacion para lo observado en el presente experimento
en donde PT no mejoro la produccion embrionaria podria ser explicada por algunos
reportes publicados previamente, en el cual se menciona la importancia de las ROS
en la funcionalidad de la célula. Agarwal et al., (2014) concluyen que niveles
fisiolégicos de ROS provenientes del tracto reproductor de la hembra tienen un
papel importante en algunos aspectos fisioldgicos de la reproduccion. Algunos de
estos aspectos incluyen: la esteroidogénesis, maduracion del ovocito,

foliculogénesis, ovulacion y lutedlisis (Agarwal et al., 2014).

Aunque que las ROS son nocivas para las células involucradas en la reproduccion,
se necesitan niveles fisiolégicos de ROS, los cuales son necesarios para el
desarrollo normal de los ovocitos bajo un modelo in vitro (Combelles et al., 2009).
Esto quiere decir que los niveles fisiolégicos de ROS estan relacionados con el
desarrollo sano y normal de los ovocitos, lo que le asegura a los ovocitos buena
calidad y luego entonces les confiere capacidad para desarrollar a blastocisto, pero
altas concentraciones de ROS con lleva al OS y en consecuencia los éxitos de los
programas encaminados para la PIV de embriones son poco probables (Attaran et
al., 2000; Agarwal et al., 2003; Combelles et al., 2009).

Es probable que PT al ser un potente eliminador o reductor de ROS (Perecko et al.,
2008), haya afectado los niveles fisioldgicos de ROS que las células necesitan para
poder llevar a cabo funciones fisioldgicamente normales, esto podria ser una
explicacion al fendmeno observado en la que PT no mejoré la produccion
embrionaria. Un reporte que podria sustentar nuestras idea podria ser la de Bain et
al., (2011), quienes encontraron que una alta tensién de O2 (20%), no mejorod la
produccion embrionaria, pero esa alta tension de Oz (20%) acelero la division de los
embriones y redujo significativamente el arresto de los embriones de 2 a 4 células,
pero incrementd la apoptosis en embriones de 9 a 16 células, comparado con los

embriones que fueron cultivados en una tension de 5% de Oo.
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Todas estas observaciones indican que niveles intracelulares de ROS podrian
funcionar como moléculas de sefalizacion dentro de un rango 6ptimo (Bain et al.,
2011). Un reporte reciente mostré que el tratamiento con Resv en una concentracion
en un rango de 0.25-0.5 pM adicionado al medio de maduracion produjo un
ambiente benéfico para los ovocitos caprinos mediante el incremento intracelular de
GSH y esto condujo a una disminucion de ROS y mayor desarrollo embrionario
(Mukherjee et al., 2014), estos resultados son diferentes a los nuestros al menos en
la produccion de blastocistos, pero al mismo tiempo podria apoyar nuestra idea de
que PT pudo haber afectado los niveles fisioldgicos de ROS que la célula necesita

para desempenar funciones vitales.

Mukherjee et al., (2014), explica parcialmente el mecanismo de accion de Resv
como un agente antioxidante al incrementar los niveles de GSH. Reportes similares
han sido realizados por (Kwak et al., 2012; Lee et al., 2010; Salzano et al., 2014;
Wang et al., 2014b), en los cuales establecen que la suplementaciéon con Resv al
medio de MIV mostré una mayor competencia de desarrollo del ovocito por medio
del incremento de GSH, asi como una disminucion en los niveles de ROS fue
observado en ovocitos de cerdas y vacas. Tal parece que el mecanismo mediante
el cual PT ejerce su efecto antioxidante podria ser mediante el incremento en los

niveles de GSH, tal y como lo demuestra Resv.

Los resultados para la produccion de blastocistos son similares a los reportados por
de Souza Rocha-Frigoni et al., (2015), quien reporta una disminucion en la
produccion de blastocistos cuando el medio de cultivo embrionario es suplementado
con algun antioxidante, al mismo tiempo concluyen que la suplementacion con
antioxidantes a bajas tenciones de O2 durante el CIV podrian ser detrimentales para
el desarrollo embrionario. La tematica acerca del efecto benéfico o negativo de las
ROS en las TRA sigue siendo incierto. En la mas reciente revision de literatura
publicado por Agarwal et al., (2014), se revela el impacto nocivo de las ROS en las
TRA. Agarwal et al., (2014), describe minuciosamente los pasos que se llevan a
cabo en el laboratorio de produccién de embriones in vitro y que estan generando

ROS y como éstas afectan los éxitos en los programas de FIV, lo cual lleva a pensar
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que las ROS llevan a cabo estragos a nivel celular, al menos en niveles altos
(Agarwal et al., 2014) entonces tentativamente bajos niveles de ROS podrian ser un
indicador de calidad embrionaria. Como ya se dijo anteriormente son necesarios
niveles fisiologicos de ROS para la correcta funcionalidad celular, es decir, altos
niveles de ROS son dafinos para el embrién, pero también bajos niveles de ROS

llevarian a una pobre sefalizacion del embrion.

Esto conduce a dudar si los bajos niveles de ROS podrian ser un indicador de la
calidad de los embriones PIV, tal y como lo son la baja cantidad de lipidos y alto
conteo celular en los embriones bovinos PIV. Lo anterior tiene mayor relevancia
cuando analizamos lo reportado por Rocha-Frigoni et al., (2013), quienes
observaron que la suplementaciéon con antioxidante durante la MIV y/o CIV, redujo
los niveles intracelulares de ROS y la tasa de apoptosis, pero no mejord la
produccion embrionaria ni la supervivencia después de la vitrificacion, es decir,
bajos niveles de ROS y menores indices de apoptosis no esta correlacionado con
la criotolerancia de los embriones PIV en presencia de antioxidantes, sin embargo
Salzano et al., (2014) reporta que la mejoria en la criotolerancia de los embriones
bovinos PIV son debido a la propiedad reductora de ROS de Resv. La PIV de
embriones esta vinculada con la generacién de ROS, algunos autores han reportado
efectos negativos de los bajos niveles de ROS y otros reportan una mejoria. En este
experimento PT mostrd ser un potente reductor de lipidos en el citoplasma de los
embriones bovinos PIV, no afecté el conteo celular de los embriones a pesar de su
efecto apoptdtico y al mismo tiempo demostrd su potente efecto antioxidante. En los
pocos trabajos en los que se ha evaluado Resv se ha reportado una mejoria en la
produccion de blastocistos y mayor criotolerancia de los embriones PIV todo esto
lleva a creer en la idea de que PT deberia ser evaluado a menores concentraciones
con el objetivo de que el efecto eliminador de ROS por parte de PT sea menor y no
afecte los niveles fisiologicos de ROS necesarios para la célula. Al mismo tiempo
experimentos para evaluar el efecto de PT sobre la supervivencia seguida de la
criopreservacion deberian del mismo modo ser llevados a cabo y correlacionar los

bajos niveles de ROS sobre la criotolerancia de los embriones PIV.
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6.- CONCLUSIONES

La adicion de PT a los medios de cultivo in vitro de embriones bovinos fue

evaluada en un amplio rango de dosis, encontrandose lo siguiente:

1.

La dosis de 243 yM es la unica que mostré un efecto letal sobre los

embriones.

Ninguna de las dosis evaluadas mejor6 los indicadores de desarrollo
embrionario, con respecto al control, aunque en algunos casos, no se

encontraron diferencias con respecto al control.

La suplementacion con PT a dosis bajas [3, 1, 0.33, 0.11 (uM)] a los medios
de cultivo embrionario temprano (CDM1) y tardio (CDM2), no mejoro el

conteo celular de los embriones bovinos PIV con respecto al control.

PT mostré un claro efecto como agente reductor de lipidos y de especies

reactivas de oxigeno (ROS) en embriones bovinos durante el cultivo in vitro.

Considerando que la criopreservacion de los embriones bovinos PIV es una
limitante debido a la baja criotolerancia provocado por la acumulacién de
lipidos, tomar la decision de reducir en menor medida la produccion de
blastocistos para mejorar la viabilidad seguida de la criopreservacion deberia

ser tomado en consideracion bajo un tratamiento con PT.
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7.- PERSPECTIVAS

Evaluar concentraciones mas bajas de PT adicionado al medio de cultivo
temprano (CDM1) y tardio (CDM2) sobre la calidad, desarrollo y viabilidad de

los embriones bovinos PIV.

Evaluar el efecto de PT adicionado al medio de cultivo temprano (CDM1) sobre

la calidad, desarrollo y viabilidad de los embriones bovinos PIV.

Evaluar el efecto de PT adicionado al medio de cultivo tardio (CDM2) sobre la

calidad, desarrollo y viabilidad de los embriones bovinos PIV.

Evaluar el efecto de PT adicionado al medio de maduracion in vitro sobre la

calidad, desarrollo y viabilidad de los embriones bovinos PIV.

Evaluar el efecto de PT adicionado al medio de fertilizacion in vitro sobre la

calidad, desarrollo y viabilidad de los embriones bovinos PIV.

Evaluar el efecto de PT sobre la supervivencia de los embriones bovinos PIV

seguida de la congelacion y vitrificacion.
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ANEXO 1

OBTENCION DE LAS MOLARIDADES de 1, 0.33, 0.11 (uM).

Para conseguir las molaridades mas bajas se llevé a cabo la dilucién de un
vial de 27 pM. Brevemente:

1.- Stock de 1 yM: Se tomaron 10 pl de PT del vial de 27 uM y fue agregado 260
pl de DMSO.

2.- Stock de 0.33 pyM: Se tomaron 50 pl del Stock de 1 uM y fue agregado 100
Ml de DMSO.

3.- Stock de 0.11 pM: Se tomaron 50 yl del Stock de 0.33 uM y fue agregado
100 ul de DMSO.

Para obtener las concentraciones deseadas en los tratamientos se agregaron
5 pl del stock 200x correspondiente a 995 ul de CDM1 o CDM2:

Los stocks de PT se almacenaron en fracciones de 12 pl a -20 °C, hasta el

momento de su uso.
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