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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar la influencia de la suplementación del medio

de maduración (MIV) y de cultivo (CIV) en la supervivencia a la criopreservación de

embriones bovinos in vitro.  En el experimento 1, se evaluó el efecto de la adición de

Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), en dos concentraciones, en el medio MIV sobre

la supervivencia a la congelación convencional. Encontrándose que la adición de 50 ng/ml

o 100 ng/ml, favoreció la maduración nuclear y no ejerció influencia sobre el desarrollo

embrionario y la supervivencia de embriones congelados.  En el experimento 2, se evaluó

el efecto de la adición de Cisteamina en el medio de MIV sobre la supervivencia a la

congelación.   Observándose que la adición de 100 M favoreció la maduración nuclear

y presentó una tendencia al aumento del porcentaje de embriones re – expandidos

descongelados.  En el experimento 3, se evaluó el efecto de la adición de 100 M de

Cisteamina y de 100 ng/ml de EGF al medio MIV sobre la supervivencia a la congelación.

Observándose que favoreció el desarrollo embrionario, pero no influyó en la

supervivencia embrionaria.  En el experimento 4, se evaluó el efecto en la supervivencia

de embriones in vitro por la adición de Cisteamina en el medio de CIV en d3 y d5,

encontrándose que la adición de 100 M en d5 favoreció la producción de embriones y

al suplementar con 50 o 100 M en este mismo día, se favoreció la eclosión a las 72 hs.,

pero no influyó en el número de blastómeras.  En el experimento 5, se evaluó el efecto en

la supervivencia de embriones in vitro por la adición de ácido linoleico en el medio de

CIV en d3 y d5.  Observándose que suplementar con 50 M en d3, favoreció el clivaje y

presentó una tendencia al aumento en el porcentaje de embriones y que la adición de 50

M en d5 favoreció la re-expansión de embriones descongelados. En el experimento 6,

se evaluó el efecto en la supervivencia de embriones in vitro por la adición de

fosfatidilcolina de soja en el medio de cultivo en los días 3 y 5, encontrándose que no

influyó en el número de blastómeras, desarrollo embrionario y supervivencia a la

congelación. En el experimento 7, se evaluó el efecto de la adición de Ácido linoleico,

Cisteamina y lecitina en el medio de CIV en la supervivencia embrionaria a la

congelación, encontrándose ningún efecto.
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the influence of supplementation IVM

medium and CIV in cryopreservation survival of bovine embryos in vitro. In Experiment

1, the effect of the addition of EGF in the IVM medium on freezing survival finding that

the addition of 50 ng/ml or 100 ng/ml, promotes nuclear maturation and no influence on

embryo development and survival of frozen embryos. In experiment 2, the effect of

adding Cysteamine in IVM medium was evaluated on survival frozen embryos, observed

that the addition of 100 M promotes nuclear maturation and has a tendency to increase

embryo re - expansion after thawed. In Experiment 3, the objective was study the effect

of addition of cysteamine and EGF in IVM medium on frozen embryo survival and

concluding that only embryo development improved and has no effect of embryo survival.

In experiment 4, the goal was evaluate the in vitro embryo survival by the addition of

cysteamine in IVC medium in d3 or d5, finding that the addition of 100 mM in d5

improved embryo production and with addition of 50 and 100 mM in the same day,

improved hatching but has no influence in blastomeres numbers. In Experiment 5, the

aim was study the effect of in vitro embryo survival by the addition of linoleic acid in

IVC medium in d3 or d5, concluding that whit the supplementation with 50 mM in d3

stimulate embryos cleavage, presenting a tendency in embryo rates and the addition of 50

mM in d5 improve re-expansion on frozen embryos. In Experiment 6, the effect on

survival of embryos in vitro by addition of soy phosphatidylcholine in the culture medium

on days 3 and 5 were evaluated and found to not influence. In Experiment 7, the effect of

the addition of linoleic acid, Cysteamine and lecithin in the culture medium has no effect

in frozen embryo survival.

Keywords: Freezing, Cysteamine, EGF, Linoleic Acid, Soybean

Phosphatidylcholine.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La producción de embriones bovinos in vitro, actualmente constituye una

biotecnología animal utilizada para mejorar genéticamente las diferentes razas bovinas,

permitiendo un aumento en el potencial productivo de las mismas y dando solución a los

problemas de fertilidad de algunas donantes (Looney, 2009).  Se ha constituido en una

importante herramienta que se puede integrar con la metodología de múltiples

ovulaciones y transferencia de embriones (MOET) debido a sus ventajas y flexibilidad

(Galli et al., 2001; Havlicek et al., 2005; Looney, 2009; Mapletoft, 2013).

La técnica se basa en la extracción de los ovocitos de los ovarios bovinos mediante

la aspiración folicular transvaginal guiada mediante ecografía (OPU: Ovum pick – up) o

a partir de ovarios de frigorífico para fines comerciales o investigativos (Hasler, 1998;

Pontes et al., 2011).  Los ovocitos recuperados son madurados en medios específicos que

son suplementados con hormonas en distintas concentraciones y suero, luego fertilizados

y finalmente puestos en cultivo durante siete días, para finalmente ser transferidos en

fresco o criopreservados (Hasler, 1995; Galli et al, 2001; Mucci et al., 2005; Chaubal et

al, 2006; Looney, 2009).

Una de las mayores desventajas de la aplicación comercial de la técnica de

Fertilización in vitro (FIV), se refiere a las bajas tasas de preñez obtenidas con los

embriones criopreservados comparados con los obtenidos por MOET (Rizos et al., 2008;

Zullo et al., 2016), esto se denota en los datos de transferencia de embriones del año 2014

(Perry, 2015).

En el año 2014 a nivel mundial se realizaron 94,666 colectas in vivo y se

transfirieron 614, 582 embriones (En fresco: 201,960 y congelados: 262,622); mientras

que en in vitro se realizaron 129,098 aspiraciones y se transfirieron 364,727 embriones

(En fresco: 296,666 y criopreservados: 68,061). En Sur América se transfirieron 211,177

embriones en fresco y 40,096 congelados.  Los embriones in vitro criopreservados sólo
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corresponden al 19% del total transferido a nivel mundial; siendo un porcentaje muy bajo,

comparado con el 57% de embriones congelados, transferidos y obtenidos con la técnica

de lavado convencional (262.622/877.086) (Perry, 2015).

Esta diferencia se debe a que los embriones producidos por la técnica de

Fertilización in vitro (FIV) son sensibles a la criopreservación comparados a los in vivo

(Hoschi et al., 1996; Rizos et al., 2003; Seidel, 2006; Assumpcao et al., 2008; Rizos et al,

2008).

Para que la técnica FIV sea ampliamente difundida es necesario que los embriones

puedan ser criopreservados y almacenados en nitrógeno líquido (Khurana et al., 2000;

Serapiao et al., 2005) y contar con protocolos eficientes para su transferencia directa

(Sanches et al., 2016).

El embrión obtenido por FIV es sensible a la congelación, debido a las lesiones

que presenta durante la etapa de congelado; ya que tienen un mayor contenido de lípidos,

principalmente a nivel citoplasmático (Holm et al., 1998; Holm et al., 2002; Seidel, 2006;

Pryor et al, 2008), siendo más oscuros y con menor densidad.  Presentan una disminución

en el número de blastómeras, una zona pelúcida más frágil y una velocidad de desarrollo

mayor (Abe, 2003).  A nivel funcional, presentan anormalidades en las uniones

intercelulares, por la expresión anormal de las proteínas que conforman las uniones gap,

acentuándose en la células trofoblásticas (Boni et al., 1999; Fair et al., 2001); así como

también presentan alteraciones génicas, cromosómicas y metabólicas, al presentar una

mayor concentración de triglicéridos (Iwasaki et al., 1990; Abe et al., 1999 a; Abe et al.,

1999 b; Khurana et al., 2000; Fair et al., 2001; Rizos et al., 2002; Viuff et al, 2002;

Corcoran et al, 2006., Lonergan et al., 2008; Zullo et al., 2016). También presentan una

mayor incidencia de apoptosis (Rizos et al., 2002; Pomar et al, 2005).

Los anteriores factores afectan la supervivencia de los embriones in vitro, es por este

motivo que se debe mejorar la calidad de los blastocitos producidos mediante el

mejoramiento en la formulación de los medios de cultivo (Ludwing, 1999) y en el
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desarrollo de protocolos adecuados de crioconservación, lo que permitiría una mayor

supervivencia durante el proceso de congelación /descongelación (Seidel, 2006).

Una forma de mejorar los medios de producción es mediante la aplicación de

aditivos, tales como:

a. Factores de crecimiento, los cuales tienen efectos positivos en la tasa de

maduración y en el desarrollo de pre – implantación, estimulando el metabolismo

y crecimiento de los embriones (Lonergan et al., 1996; Gordon, 2003; Mtango et

al., 2003; Hernández-Fonseca, et al., 2004; Guo et al, 2009).

b. Antioxidantes, reducen el daño celular al actuar como protectores reduciendo el

efecto tóxico de la oxidación (Rocha-Frigoni et al., 2014). Glutatión (GSH),

albúmina sérica bovina (BSA), piruvato, ácido ascórbico, vitamina A, vitamina

E, catalasa, compuestos azufrados, incluyendo taurina e hipotaurina, son

frecuentemente usados como antioxidantes en los medios de cultivo (Hasler,

2010), ya que ayudan en el control de los procesos oxidativos de la producción

in vitro (Reis et al., 2002) y por ende incrementan la criotolerancia.

c. Ácidos grasos insaturados, los cuales incrementan la resistencia de los blastocitos

a la criopreservación, mediante congelación convencional (Imai et al., 1997;

Pereira et al., 2014).

Aunque existen diversos métodos de criopreservación, actualmente el más empleado

es la vitrificación por sus resultados más estables en cuanto a tasas de preñez (Looney,

2009), para algunos veterinarios esta metodología no es tan sencilla de aplicar ya que

requieren del protocolo de calentamiento o de un técnico de campo que realice dicho

proceso, empleando mayor tiempo del que se requeriría si sólo se descongelara una

pajuela como es el caso de los embriones congelados in vivo; además que la mayoría de

medios de vitrificación requiere la remoción del crioprotector en etapas y se pueden

presentar inconvenientes a la hora de transferir, debido a que el embrión puede tener un

manejo no adecuado que influiría en su viabilidad (Larocca et al., 1998) y posteriormente

en el porcentaje de preñez.  El método de congelación de embriones bovinos in vitro con

EG, permitiría un método de transferencia sencilla sin producir daño osmótico y con

menor perdida en la viabilidad embrionaria por su manipulación (Hasler, 2002).
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CRIOPRESERVACION

La criopreservación, es el proceso por el cual se congelan las células y tejidos a

temperaturas muy bajas (por lo general entre -80 ºC y – 196 ºC, esta última es el punto de

ebullición del nitrógeno líquido), con el fin de mantener la viabilidad y la funcionalidad

celular y la criobiología estudia los efectos de las bajas temperaturas sobre los sistemas

celulares, enfatizando en las reacciones bioquímicas que son determinadas por el “frío”,

debido a que presenta efectos y/o variaciones en las propiedades químicas, térmicas y

eléctricas que pueden alterar las membranas celulares, organelos e interacción célula –

célula (Ávila-Portillo et al., 2006; Woods et al., 2004).

La estructura y composición de las membranas plasmáticas determinan los

principales eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservación,

su comportamiento durante la congelación y descongelación definirá los índices de

supervivencia (Ávila-Portillo et al., 2006). Los periodos críticos para la sobrevida celular

dependen de la fase inicial del congelamiento y del periodo de retorno a condiciones

fisiológicas (Mazur, 1984; Ávila-Portillo et al., 2006).

La membrana plasmática de la célula eucariota, independientemente de su

composición, tiene una estructura organizada según el modelo de mosaico fluido, su

composición básica consiste en lípidos anfipáticos, proteínas y un pequeño porcentaje de

carbohidratos que varía según el tipo y especie celular (Mc Evoy et al, 2000; Ávila-

Portillo et al., 2006). Los lípidos (colesterol y ácidos grasos) son los componentes de

mayor proporción en la membrana plasmática, determinando la fluidez y resistencia de

esta, durante los procesos de congelación (Zeron et al.; 2001, Zeron et al., 2002; Avila-

Portillo et al., 2006). El empaquetamiento y la posición de estas moléculas en las bicapas

determinan la rigidez de las membranas y por tanto el transporte de moléculas. Este

transporte a través de las membranas es el punto crítico para la supervivencia celular post

- descongelación (Zeron, 2002; Avilla-Portillo et al, 2006).

En los procesos de congelación, las membranas celulares son las estructuras que

sufren mayor daño por la pérdida de fluidez de sus componentes lipídicos, la transición
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de lípidos fluidos a sólidos se da a una temperatura de 10°C - 16°C, cambiando las

funciones de la membrana y dándole un alto grado de fragilidad (Boiso, 2001).  Durante

la deshidratación celular que se da durante la congelación se pueden presentar pérdidas

de lípidos, que afectarían la integridad de la membrana plasmática por la pérdida de la

capacidad de expansión durante la rehidratación al volver a condiciones isotónicas

(Ávilla-Portillo et al., 2006).  Durante la congelación por lo general se presenta lesión

celular por la formación de hielo intracelular y por el estrés osmótico al que se ven

sometidas las membranas celulares (Seidel, 2006).  Esto se relaciona con el efecto de la

deshidratación producida durante la concentración de solutos y la muerte celular, con la

vuelta a las condiciones isotónicas después de la congelación (choque osmótico), debido

a la reducción del volumen por el aumento de la osmolaridad extracelular.  A medida que

la célula pierde agua, la compresión del contenido citoplasmático aumenta la resistencia

de la célula a seguir perdiendo volumen, y al excederse la resistencia física de la

membrana se producen cambios irreversibles en la permeabilidad.  En este caso los

crioprotectores por sus propiedades coligativas disminuyen la cantidad de hielo formado

a cierta temperatura (Meryman, 1971; Boiso, 2001; Avila-Portillo et al., 2006).

El alto contenido de lípidos neutros, principalmente triglicéridos almacenados en

las gotas citoplasmáticas presentes en las blastómeras de los embriones in vitro, asociado

con una disminución en la concentración de ácidos grasos poli-insaturados en la

membrana fosfolípidica, son los factores causales de la baja crioresistencia (Bailey et al.,

2015; Pereira Batista et al., 2014). Esta excesiva acumulación de lípidos neutros

endógenos afecta el equilibrio de deshidratación y re-hidratación durante el congelado –

descongelado del embrión (Rizos et al, 2003; Abe et al, 2004; Seidel, 2006).

Tanto los ovocitos como los embriones in vitro obtenidos de razas Bos indicus y

sus cruzas presentan un mayor contenido y acumulación de lípidos neutros en el

citoplasma con respecto a los de Bos taurus, haciéndolos más sensibles a la congelación

y disminuyendo su fertilidad (Ballard et al, 2007; Velásquez, 2011; Pereira Batista et al.,

2014). El aumento de la composición de ácidos grasos en el complejo cúmulos – ovocito

(COC´s) disminuyen la competencia de desarrollo del ovocito (Adamiak et al, 2006;

Velásquez, 2011).
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El proceso de criopreservación da como resultado un aumento en el número de

células apoptóticas (Pomar et al., 2005). Estos factores perjudiciales son ocasionados

mayoritariamente por los radicales libres que se forman durante el congelamiento, siendo

responsables de los daños oxidativos (Álvarez, 1993; Seidel, 2006; Saragusty, 2011).

Motivo por el cual la criotolerancia se puede mejorar mediante el control de estos

procesos oxidativos en los sistemas de Producción in vitro mediante la adición de

aditivos.

RADICALES LIBRES Y ESTRÉS OXIDATIVO

Los radicales libres son átomos o moléculas que contienen un electrón

desapareado en el orbital externo, presentándose una alta inestabilidad química que les

confiere una reactividad oxidante para otras especies químicas cercanas, con las cuales

reaccionan de forma rápida.  A nivel celular, las más importantes son las derivadas del

oxígeno (ERO) y del nitrógeno (Gutiérrez, 2006).

Se forman como consecuencia de una reacción metabólica dentro de las células o

de manera espontánea si las condiciones del medio lo permiten.  Dentro de la célula

existen muchos sitios de formación de especies reactivas ya sea del Oxígeno (O2) o del

Nitrogeno (N2). La cadena respiratoria de las mitocondrias, es el principal sitio de

producción de especies reactivas del oxígeno, seguido por los peroxisomas y el citosol.

Los radicales libres derivados del nitrógeno, se producen en su mayoría en el citosol de

la célula (Gutiérrez, 2006.).

Dentro del metabolismo oxidativo de las células, existen reacciones en las que

participan las ERO, los cuales están involucrados en la síntesis de hormonas, proteínas,

carbohidratos e incluso en la reacción de fusión del ovulo con el espermatozoide

(Gutiérrez, 2006).

Las ERO en excesivas cantidades inducen a un estrés oxidativo, que exceden las

defensas antioxidantes, con efectos tóxicos debido a la oxidación de lípidos, proteínas y
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ácidos nucleicos, pudiendo producir daño oxidativo del ADN (Agnez – Lima et al., 2012);

además de alterar la función o estructura celular (Gutiérrez, 2006). Es así como el estrés

oxidativo, es la perturbación del equilibrio entre pro – oxidantes y antioxidantes, en favor

de los primeros, dando lugar a cambios en las biomoléculas y afectando su función

(Kosower, 1983; Agarwal et al., 2005).

El daño celular producido por las especies ERO ocurre principalmente sobre

macromoléculas, tales como:

1. Lípidos: Al presentarse la peroxidación lipídica, se afecta a las estructuras ricas

en ácidos grasos poliinsaturados, alterando la permeabilidad de la membrana

celular, produciéndose edema y muerte celular (Cárdenas-Rodríguez, 2006). En

la magnitud de la peroxidación lipídica, influyen los ácidos grasos poliinsaturados

presentes en la membrana celular y su accesibilidad, la tensión de oxígeno, el

contenido celular de antioxidantes, entre otros (Guérin et al., 2001).

2. Proteínas: Presentándose oxidación de un grupo de aminoácidos, tales como:

fenilalanina, tirosina, histidina y metionina.  Se forman entrecruzamientos de

cadenas peptídicas y formación de grupos carbonilo (Venerao Gutiérrez, 2002).

3. Ácido desoxirribonucleico (ADN): Manifestándose en mutaciones, pérdida de

expresión o síntesis de una proteína por daño a un gen específico, modificaciones

oxidativas de las bases, deleciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-

proteínas, reordenamientos cromosómicos y desmetilación de citosinas del ADN

que activan genes (Guérin et al., 2001; Venerao Gutiérrez, 2002; Agnez-Lima et

al., 2012).

En la producción de embriones in vitro se observa bloqueo de desarrollo temprano, el

cual ocurre durante el cuarto ciclo celular, en el paso de 8 a 16 células, correspondiente a

la etapa del clivaje celular.  Este bloqueo coincide con la activación completa del genoma

embrionario (Meirelles et al., 2004; Memili, 2000; De Sousa et al., 1998; Tarazona et al.,

2010).
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Los efectos negativos de las ERO están muy documentados en aspectos

reproductivos, pero no hay mucha bibliografía sobre la contribución de los medios de

cultivo en el estrés oxidativo de las gametas durante las técnicas de reproducción asistida

(Martín – Romero et al., 2008).  Medios de cultivo suministrados comercialmente generan

ERO a varias velocidades, dependiendo de la composición, mientras que el líquido

folicular las genera a un nivel mucho más bajo (Martín-Romero et al., 2008).  Los tipos

de ERO que se encuentran en los cultivos celulares son: anión superóxido (O2
-), Radical

Hidroxilo (OH-) y peróxido de Hidrógeno (H2O2) (Guérin et al, 2001). La cantidad

generada de cada tipo de ERO varía dependiendo del estado de desarrollo del embrión,

ya que el metabolismo del O2 es muy importante (Thompson et al., 1996), siendo el

promedio de la tasa de consumo de O2 por embrión de 2 nL/h (Guerin et al., 2001).  Este

consumo se ve afectado por factores ambientales y desordenes metabólicos embrionarios.

Hay una asociación entre la producción de ERO por el medio de cultivo y el consumo

de contenidos tiólicos dentro de los ovocitos, lo que sugiere que la GSH intracelular se

agota parcialmente durante la manipulación in vitro (Martín-Romero et al., 2008).  El

medio de cultivo puede dañar los ovocitos y en consecuencia el desarrollo del embrión

en función de su composición (Martín-Romero et al., 2008), esto se debe a que el aumento

del estrés oxidativo afecta la viabilidad de las células.  Siendo las modificaciones

oxidativas las responsables de la incompetencia de los ovocitos durante la maduración

(Luciano et al., 2004).

FACTORES DE CRECIMIENTO O FACTORES TROFICOS

Los factores de crecimiento son sustancias compuestas por un amplio grupo de

moléculas polipeptídicas con peso molecular entre 1.000 y 40.000 Da. A nivel fisiológico

actúan como reguladores intraováricos in vivo, están relacionados con la estimulación del

crecimiento embrionario y fetal, durante el desarrollo y regulación de los procesos de

proliferación y diferenciación celular y de tejidos; además de la estimulación de los

procesos de reparación tisular (Heldin, 1989; Cornejo 2011).



9

A nivel folicular, la acción de las gonadotropinas es conducida por factores de

crecimiento producidos localmente que actúan de forma autocrina y paracrina (Harper,

1993; Hernández-Fonseca et al., 2004). Son expresados por los ovocitos y están

involucrados en el control de la función celular de las células del cúmulo (Harper, 1993;

Kobayashi et al., 1994).

La calidad intrínseca de los ovocitos determina la calidad del embrión; pero las

condiciones de cultivo durante la maduración in vitro de ovocitos bovinos, puede influir

significativamente sobre el desarrollo ovocitario, la tasa de fecundación in vitro y

posterior desarrollo embrionario, es por esta razón que generalmente se adicionan factores

tróficos (Hernández-Fonseca et al., 2004; Sirisathien et al., 2003; Lonergan, 2008.).

Los factores de crecimiento muestran efectos benéficos en el desarrollo de pre-

implementación, estimulando el metabolismo y crecimiento de los embriones,

aumentando la proliferación de las células que forman la masa intracelular (ICM) y del

trofoectodermo (TE), activando los sistemas de transporte responsables de la captación

de glucosa, mejorando la endocitosis e influyen en los procesos de replicación, traducción

y degradación de proteínas (Goldman et al, 1993; Herrler et al, 1998).

Factor de Crecimiento Epidermal

El EGF es una molécula proteica que contiene 53 residuos de aminoácidos con un

peso molecular de 6045 Da, además posee 3 enlaces disulfuros en su configuración

intramolecular, y es codificado por un gen localizado en el cromosoma 4 (Harris, 2003;

Cornejo, 2011).  Sus principales acciones biológicas están relacionadas con la

proliferación, regulación y diferenciación celular; al acelerar la progresión de la meiosis

y formación de blastocitos (Sakaguchi et al., 2000; Grazul – Bilska et al., 2003).

El EGF se ha encontrado en folículos preantrales y antrales pequeños de hámster,

estimula la síntesis de ADN y la proliferación de células de la granulosa en bovinos y

porcinos e inhibe su diferenciación; acorta el tiempo requerido para la ruptura de la
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vesícula germinal, promoviendo la reanudación de la meiosis (Harper, 1993). Incrementa

la actividad de la enzima superóxido de dismutasa, enzima que actúa sobre el anión

superóxido bloqueando al radical oxígeno, disminuyendo de esta forma la oxidación

celular (Cornejo, 2011).

Las células del cúmulo y de la granulosa tienen receptores para EGF, por lo que

el EGF intrafolicular puede actuar como un factor proliferante sobre las células de la

granulosa (Hernández-Fonseca et al., 2004). En diversos trabajos se ha sugerido su

influencia positiva sobra la tasa de división post-fecundación y el subsecuente desarrollo

embrionario (Harper, 1993; Lonergan et al., 1996; Hernández-Fonseca et al., 2004;

Oyamada, 2004 b).

Medios de maduración de ovocitos suplementados con EGF, estimulan la

expansión de los cúmulos y promueven la maduración nuclear in vitro de ovocitos

bovinos rodeados por células de los cúmulos (Downs, 1989; Hernández-Fonseca et al.,

2004).  Además ejerce un efecto positivo en el número de células de blastocito (Lee, 1995;

Gordon, 2003).

Lonergan et al. (1996), reporta que la adición de EGF, independientemente de la

concentración, a medios M – 199 estimulan la expansión de los  cúmulos y aumenta

significativamente la proporción de ovocitos que alcanzan metafase II y en

concentraciones de 10 a 50 ng/ml, aumenta la proporción de embriones que llegan a

blastocito. En Bovinos se ha utilizado en diferentes concentraciones y en general se ha

obtenido los mejores resultados en concentración de 10 ng/ml (Grazul-Bilska et al., 2003;

Sirisathien et al., 2003).

Aunque la adición de factores de crecimiento y aminoácidos en medios de cultivo

químicamente definidos mejora la producción de embriones bovinos, el aumento de los

rendimientos de blastocitos puede no corresponder con un mayor desarrollo y mejora de

la calidad de los mismos (Wrenzycki et al., 2001).
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ANTIOXIDANTES

En condiciones de cultivo in vitro, se presentan modificaciones oxidativas de los

componentes celulares por el aumento de ERO, que induce estrés en el cultivo (Deleuze,

2010).

Es normal que en la mitocondria celular, durante el proceso respiratorio se

produzcan especies ERO; el aumento de ellos debido por lo general a una alta tensión de

oxígeno durante el proceso PIVE, conlleva al fracaso del desarrollo embrionario (Rocha-

Frigoni et al., 2012 a; Takahashi, 2012).

Sistemas antioxidantes como el glutatión (GSH), atenúan los efectos negativos del

estrés oxidativo por el barrido de ERO (Castillo et al., 2001). La adición de estos

compuestos a los medios de producción in vitro de embriones bovinos (PIVE), reduce la

formación de radicales libres, y los más empleados son: Glutatión, Albúmina Sérica

Bovina (BSA), piruvato de sodio, ácido ascórbico, catalasa, etc. (Hasler, 2010).

La suplementación con antioxidantes es una estrategia interesante para mejorar la

calidad del embrión, ya que reduce la muerte celular por estrés oxidativo (Rocha-Frigoni,

et al., 2012 b) e incrementan los niveles de GSH mediante el aumento de la captación de

cisteína (Deleuze, 2010).

Los medios de cultivo según su composición pueden contribuir en el estrés

oxidativo de los gametos, ya que generan ERO a diversas velocidades, según la

formulación, mientras que el líquido folicular los genera a una velocidad menor (Martín-

Romero et al., 2008).  La incubación de COC´s en medios de cultivo muestra una mayor

peroxidación lipídica comparado con los niveles encontrados en COC´s recién

recuperados (Martín – Romero et al., 2008), produciendo daño en la membrana del

plasma. Esto puede ser disminuido al suplementar el medio con compuestos tiólicos.
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Se presenta una asociación entre la producción de ERO debido al medio de cultivo

y el consumo de compuestos tiólicos dentro de los ovocitos, lo que indica que el contenido

intracelular de GSH se agota parcialmente durante la manipulación in vitro (Martín –

Romero et al., 2008).

Algunos autores han reportado que la suplementación con antioxidantes durante

la MIV y/o CIV reduce los niveles intracelulares de ERO y la tasa de apoptosis, sin

embargo la suplementación no aumenta el desarrollo embrionario y la supervivencia

después de vitrificación (Rocha-Frigoni, 2012 b; Rocha-Frigoni, 2014).

Glutatión

Es un tripéptido de carácter no vitamínico formado por los aminoácidos: ácido

glutámico, glicina y cisteína, presente como GSH reducido en la totalidad de células y se

presenta en concentraciones de mM (Kosower, 1983; Ríos, 2003).  Sus funciones se

establecen en dos categorías:

a. Protectoras contra el estrés oxidativo (Martínez et al., 2006).

b. De transporte y metabólicas (Martínez et al., 2006).

A nivel de protección participa en reacciones de transhidrogenación, intercambiando

sus equivalentes reductores con otros tioles intracelulares, por lo cual se establece que su

principal acción es el mantenimiento de estos en estado reducido (Ríos, 2003). Influye

como donador de la capacidad reductora necesaria para la formación de

desoxirribonucleótidos (Sistema de ribonucleótido reductasa) (Kosower, 1983).

El sistema formado por el glutatión y las enzimas que intervienen en el ciclo redox

del glutatión forman el principal sistema de defensa a nivel intracelular frente a las

agresiones oxidativas, por lo cual actúan en el mantenimiento de la integridad de la

membrana celular y en la regulación de la proliferación celular (Kosower, 1983;

Dickinson, 2002; Martínez et al., 2006).
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Cisteamina

La cisteamina es un compuesto tiol, promotora de la síntesis del Glutatión; se ha

demostrado que su uso aumenta el contenido y síntesis de GSH intracelular mediante la

captación de cisteína y mejora el desarrollo del embrión de las especies bovina, porcina

y ovina, al ser suplementado en el medio de maduración (Luciano et al, 2006; Deleuze,

2010). Además brinda protección a las células de los efectos nocivos causados por

lesiones oxidativas (Guo, et al., 2009; Silva et al, 2010).

El mecanismo por el cual la cisteamina promueve la síntesis de GSH intracelular

en los medios de cultivo se centra en su poder reductivo de la cistina a cisteína.  La

biosíntesis de GSH depende de la disponibilidad de cisteína (Oyamada, 2004 a).

La adición de 100 M al medio MIV, contribuye con un aumento en el porcentaje

de embriones que llegan a la etapa de blastocito, incrementando los niveles de GSH, sin

influencia en las tasas de maduración y con efecto en la calidad de los mismos. Además

de que su adición durante la producción de embriones bovinos en las etapas de

maduración y cultivo mejora la supervivencia del embrión después de la criopreservación

al presentar una mayor tasa de eclosión comparados con embriones sin este aditivo (De

Matos et al., 1995; De Matos, et al., 1996).

Se reporta que suplementado en concentraciones de 12,5 a 500 M proporciona

mayor desarrollo embrionario y en el rango de 100 a 150 M aporta en la calidad

(Takahashi et al., 1993; Caamaño et al., 1996).
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ACIDOS GRASOS INSATURADOS

Los fosfolípidos son moléculas de características anfipáticas que forman parte de

las membranas celulares, favoreciendo las funciones biológicas en el crecimiento,

maduración y funcionamiento de las células (Tamargo-Santos et al., 2011).

La inclusión en la dieta de ácidos grasos tipo n – 3, mejora la supervivencia

embrionaria y la preñez. Además presentan efectos sobre la fluidez de la membrana

celular y las propiedades biofísicas mejorando el desarrollo folicular, ovocitario y

embrionario (Jahanian et al., 2013). Los ácidos grasos y el colesterol son esenciales en la

síntesis de hormonas como: estrógenos, progesterona y prostaglandinas, influyendo en el

desarrollo ovárico al incrementar el número o diámetro de los folículos (Piccinato et al.,

2010; Jahanian et al., 2013).

Los lípidos que contienen ácidos grasos insaturados son susceptibles al estrés

oxidativo, produciéndose la peroxidación lipídica, que ocasiona pérdida de fluidez y

funciones de las membranas, inactivación de receptores y enzimas unidas a membranas,

aumento de la permeabilidad iónica y ocasionalmente ruptura de membrana y muerte

celular (Gutteridge, 1995).

El grado de insaturación de los ácidos grasos es el principal determinante de la

temperatura de fusión de triglicéridos, como de la fluidez de membranas biológicas

compuestas por fosfolípidos.  Los ácidos grasos insaturados de cadena larga poseen

funciones biológicas importantes como la de conferir flexibilidad y permeabilidad

selectiva a las membranas celulares (Catalá, 2011).

Reportan que la adición de los ácidos grasos a los medios de cultivo in vitro

bovinos favorece el aumento en el contenido de colesterol en las membranas de

espermatozoides y ovocitos. Algunos estudios se han basado en la evaluación de ácidos

grasos insaturados como aditivos pre-congelamiento, como lo es la adición de ácido

linoleico a los medios de producción, observándose que mejora la resistencia de los

blastocitos en métodos de congelación convencional (Imai et al, 1997).
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El Ácido  - linolenico (ALA) se ha encontrado en plasma y fluido folicular,

estudios reportan que su suplementación al medio MIV de ovocitos bovinos incrementa

la tasa de maduración, la producción, desarrollo y calidad de los blastocitos (Marei et. al,

2009; Marei et al., 2010).

Ácido linoleico

Es un ácido graso poli-insaturado y esencial de la serie omega 6, cuya fórmula

molecular es C18H32O2 . Es el ácido graso insaturado más abundante en el fluido folicular

(Zeron et al., 2002) y se ha empleado como aditivo crioprotector en embriones bovinos

con efectos favorables (Imai et al., 1997).

Los CLA (Ácido linoleico conjugado) son un grupo de isómeros del ácido

linóleico, han demostrado actividad antilipogénica, especialmente el trans – 10, cis – 12

(Evans et al., 2002).  Son potentes inhibidores de la glucólisis y la lipogénesis de novo, a

través de la regulación de los genes glucosa – 6 – fosfato deshidrogenasa (G6PDH), L –

Piruvato quinasa (PK – L), ácido graso sintetasa (FAS) y acetil – CoA carboxilasa (ACC)

(Dentin et al., 2005).

El ácido linoleico conjugado (CLA) se ha empleado en las dietas bovinas y en la

suplementación de los medios de cultivo in vitro Bovino, para mejorar la supervivencia

embrionaria ya que altera la composición lipídica de la membrana celular, inhibiendo la

síntesis lipídica y regulando la expresión de genes que involucran la síntesis de ácidos

grasos y triglicéridos (Bailey et al., 2015).  Algunos estudios con pre-neoplásicos,

neoplásicos y células glandulares mamarias han demostrado que puede inducir apoptosis,

tanto por la ruta del retículo endoplásmico (ER) como por la ruta mitocondrial debido a

un incremento en los niveles de ERO y productos aldehídicos formados por el

catabolismo de los ácidos grasos (Pereira Batista et al, 2014).

En estudios se reporta que el CLA adicionado al medio de CIV, junto con

antioxidantes como el GSH y el  - mercaptoetanol, previene la oxidación de los ácidos

grasos, disminuye el diámetro de las gotas lipídicas y la deposición citoplasmática de
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lípidos e incrementa la calidad de los blastocitos y la supervivencia de los embriones

después de la criopreservación (Pereira et al., 2007; Pereira et al, 2008).

Lecitina de Soja

Es un compuesto de fosfolípidos formado por fosfatidilcolina,

fosfatidietanolamina, fosfatidilserina y  fosfatidilinositol; además, presenta vitamina E, la

cual le confiere propiedades antioxidantes al proteger a los ácidos grasos poli-insaturados,

evitando su oxidación y la producción de radicales libres a nivel celular (Tamargo –

Santos et al., 2011).

La lecitina de soja ha sido empleada con éxito en los medios de crioconservación

espermática en especies bovinas (Aires et al., 2003), caprinas (Vidal et al. 2013), equinas

(Papa et al., 2011), ovinas (Forouzanfar et al., 2010) y humana (Reed et al, 2009), como

sustituto de la yema de huevo en términos de bioseguridad, sin presentar efectos

citotóxicos (Bousseau et al., 1998).

No se ha establecido el mecanismo por el cual se protegen los espermatozoides

durante la congelación – descongelación, pero se plantean dos posibles mecanismos

(Vidal et al., 2013):

a. Los fosfolípidos de la lecitina de soja pueden sustituir algunos de los fosfolípidos

de la membrana del espermatozoide para mantener la estructura y función de la

membrana plasmática.

b. Los fosfolípidos de la lecitina de soja no entran en la membrana para alterar la

concentración de fosfolípidos, sino que forman una película protectora alrededor

de la célula para evitar la formación de hielo intracelular y para proteger la

membrana del espermatozoide de daños mecánicos durante la congelación y

descongelación.
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Guyader – Joly et al. (1999), demostraron que hay una mejora en la tasa de

eclosión de los embriones trabajados en medios de congelación suplementados con 0.1%

w/v de fosfatidilcolina de soja, con respecto a los no suplementados.
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HIPOTESIS

1. La supervivencia de los embriones congelados producidos in vitro, aumenta

con la adición de EGF y cisteamina en el medio de maduración.

2. Un medio de cultivo secuencial suplementado con Cisteamina, Acido

Linoleico y lecitina de soja, aumenta la supervivencia de los embriones

congelados producidos in vitro.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia de la suplementación del medio de MIV y de CIV en la

supervivencia a la criopreservación de embriones bovinos in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la adición de EGF en el medio de maduración de embriones

bovinos in vitro, criopreservados mediante congelación lenta con EG (Experimento 1).

Evaluar el efecto de la adición de Cisteamina en el medio de maduración de

embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelación lenta con EG

(Experimento 2).

Evaluar el efecto de la adición de Cisteamina y de EGF en el medio de maduración

de embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelación lenta con EG

(Experimento 3).

Evaluar el efecto en la supervivencia de embriones producidos in vitro por la

adición de cisteamina en el medio de cultivo en los días 3 o 5 (Experimento 4).

Evaluar el efecto en la supervivencia de embriones producidos in vitro por la

adición de ácido linoleico en el medio de cultivo en los días 3 o 5 (Experimento 5).
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Evaluar el efecto en la supervivencia de embriones producidos in vitro por la

adición de fosfatidilcolina de soja en el medio de cultivo en los días 3 o 5 (Experimento

6).

Evaluar el efecto de la adición de Ácido linoleico, Cisteamina y lecitina en el

medio de cultivo de embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelación

lenta con EG (Experimento 7).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES

OBTENCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LOS OVARIOS

Los ovarios fueron obtenidos de vacas faenadas en el Frigorífico Bustos &

Beltrán, ubicado en Juárez Celman - Provincia de Córdoba.  Los ovarios fueron

transportados en un recipiente térmico conteniendo PBS modificado (PBSm, Pictor –

Gen, Biogen Argentina S.A.) a una temperatura de 25 a 35 ºC, hasta las instalaciones del

Laboratorio de PIVE de Biogen Argentina SA, ubicado en General Paz – camino Paraje

Pozo del Tigre – Provincia de Córdoba.  Luego fueron lavados con agua a 25 ºC y PBSm,

posteriormente colocados en baño termostático cubiertos de PBSm para su posterior

procesamiento.

RECOLECCION Y SELECCIÓN DE LOS COMPLEJOS OVOCITOS

– CELULAS DEL CUMULO (COC´s)

Los complejos COC´s se obtuvieron de la punción de folículos de 2 a 13 mm de diámetro

empleando jeringas de 5 ml con agujas de calibre 19 G.  El fluido folicular obtenido se

colocó en tubos Falcon de 50 ml (Falcon, USA).  El fluido folicular se dejó reposando

hasta la visualización del pellet formado por los COC´s que decantaron, estos se

extrajeron con pipeta pasteur y se colocaron en placa de 90 mm (Delta Lab, España), para

la búsqueda de los mismos con ayuda de lupa estereoscópica. Los COC´s seleccionados

fueron los grados I, II y III (Hasler et al., 1995), y se lavaron en tres gotas de 100 l de

medio TCM – 199 Hank´s (Invitrogen, USA) suplementado con 2, 5 mg/ml de piruvato

de sodio (Sigma, USA), 50 g/ml de gentamicina (Sigma, USA) y 10% de SFB

(Invitrogen, USA), el cual fue atemperado previamente a 38.8 ºC y luego en una gota de
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100 l de medio MIV (TCM – 199 Earl´s (Invitrogen, USA) suplementado con 10 l/ml

de FSH – rh (Gonal-f, Merck, USA), 2,5 mg/ml de piruvato de sodio, 50 g/ml de

gentamicina y 1 % de SFB), equilibrado a 38.8 ºC con una atmósfera de 5.5% CO2.

MADURACION IN VITRO

Los COC´s obtenidos fueron cultivados en placas de Petri de 35 mm (Corning, USA)

por la metodología de microgota con un volumen de 90 l de medio MIV y cubiertas con

aceite mineral (Sigma, USA), en grupos de máximo 20 COC´s por gota, equilibrado a

38,8 °C y con una atmósfera de 5.5 % de CO2.  El tiempo de maduración fue de 24 h.

FERTILIZACION IN VITRO

MANEJO DEL SEMEN

Para la fertilización de los ovocitos se empleó semen convencional de toros con

fertilidad comprobada.

Las pajuelas de 0.5 ml, se descongelaron 10 segundos al aire y 30 segundos en

baño maría a 37 ºC.  Para su selección y capacitación se empleó el sistema de gradientes

de minipercoll de densidad creciente (45% - 90% v/v), cada columna con un volumen de

200 l, previamente atemperada a 38.8 ºC. El contenido de la pajuela se colocó en la

parte superior del gradiente y se realizó una centrifugación a 4000 rpm durante 8 min., el

pellet resultante se resuspendió en 1 ml de IVF – SOF, previamente equilibrado a 38.8 ºC

y atmósfera de CO2 al 5.5 % y se procedió a una segunda centrifugación a 1200 rpm

durante 5 min.

Posteriormente se realizó el conteo de espermatozoides (Spz) en cámara de

Neubauer para determinar la concentración espermática, mediante una dilución en agua
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de 1/20.  Establecida la concentración se procedió a fertilizar los ovocitos con una dosis

de 1.5 x 10 6 spz/ml.

MANEJO DE LOS OVOCITOS

Pasadas 24 h de maduración, los COC´s fueron lavados en tres gotas de 100 l de

IVF – SOF (NaCl: 315 mg, KCl: 26,8 mg, KH2PO4: 2 mg, NaHCO3: 105 mg, Penicilina:

3,25 mg, C3H3O3Na: 2,75 mg, BSA – FAF: 400 mg, C6H12O6: 4,5 mg, CaCl2. H2O: 12, 6

mg, C3H5O3Na (Sirupe al 60%): 23,5 l y Agua ultrapura cps: 50 ml.  Reactivos Sigma,

USA) con 50 g/ml de heparina (Sigma, USA) y depositados en placas de cultivo de 35

mm (Corning, USA) en microgotas de un volumen de 50 l de IVF – SOF y cubiertas

con aceite mineral. La co-incubación de los espermatozoides con los COC´s fue de 18 –

24 h a 38.8 ºC y 5.5% de CO2.

CULTIVO EMBRIONARIO IN VITRO

Pasadas las 18 – 24 h del proceso FIV, se procedió a denudar mecánicamente los

presuntos cigotos con micropipeta p100 y se lavaron en cuatro gotas de 100 l de medio

SOF – Citrato (NaCl: 314,5 mg, KCl: 26,5 mg, KH2PO4: 8,1 mg, MgSO4.7H2O: 9,1 mg,

NaHCO3: 105 mg, Gentamicina: 2,5 mg, C3H3O3Na: 4 mg, BSA – FAF: 150 mg, BME:

1,5 ml, MEM: 0,5 ml, C5H10N2O3: 2,5 mg, HEPES libre de ácido: 60 mg, C6H5Na3O7: 5

mg, Myo – inositol: 25 mg, HEPES Sal de Sodio: 65 mg, CaCl2. H2O: 13, 1 mg, C3H5O3Na

(Sirupe al 60%): 15 l y Agua ultrapura cps: 50 ml. Reactivos Sigma, USA), sin

suplementación con Suero Fetal Bovino (SFB), previamente equilibrado a 38.8 ºC y con

atmósfera de 5.5 % CO2 y 7% O2.

Las estructuras denudadas se colocaron en placas de cultivo de 35 mm, en gotas

de 90 l de medio SOF – Citrato cubiertas con aceite mineral, de acuerdo a los

experimentos se realizaba feeding (cambio del 50% de medio) con el medio

correspondiente en los Días 3 o 5.
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El análisis de clivaje se realizó el Día 3, visualizando por medio de lupa

estereoscópica la presencia de dos o más células.  El análisis de producción embrionaria

se realizó el Día 7 del cultivo por observación de la cantidad de blastocitos.

CRIOPRESERVACION DE LOS EMBRIONES OBTENIDOS

CONGELAMIENTO

Los blastocitos grado 1, Día 7 del CIV se lavaron en tres gotas de 100 l de SOF

– Citrato para retirar el aceite proveniente de las placas de cultivo, luego se expusieron

durante 5 minutos en Etilenglicol 1.5 M (Vigro Ethylene Glycol, Bioniche Animal Health,

Pullma, USA), se cargaron 10 embriones por pajuela de 0.25 ml.  Las pajuelas cargadas

y selladas se pusieron en una congeladora Freeze Control 5500 (Cryologic, Australia) a

– 6.5 ºC, después de 2 min se realizó el seeding (inducción de la cristalización), y luego

de 10 minutos de estabilización se inició la curva de congelamiento a una velocidad de

0.6 ºC /min.  Al culminar la curva de congelamiento, es decir a los – 35 ºC, las pajuelas

se almacenaron en un termo con N2 líquido por un tiempo mínimo de una semana.

DESCONGELAMIENTO

Para evaluar la resistencia de los embriones a la criopreservación, se tomaron las

pajuelas almacenadas en N2 líquido y se descongelaron, sacudiéndolas 10 segundos al

aire y 20 segundos en baño maría a 37 ºC y se depositaron en una placa de Petri, para

luego ser lavados con SOF – Citrato y puestos en CIV en este mismo medio mediante la

técnica de microgota, para evaluar a las 24, 48 y 72 h, la re-expansión y eclosión de los

embriones cultivados nuevamente.
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EXPERIMENTO 1

En este experimento se evaluó el efecto de la adición de EGF en el medio de

maduración de embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelación lenta

con EG.  Para ello se pusieron a madurar aproximadamente 70 COCs viables por

tratamiento (seis replicas), necesarios para obtener 100 embriones congelables por grupo

(solo Grado 1), este parámetro fue igual para todos los tratamientos de los distintos

experimentos.  Los COCs fueron colectados y clasificados por la metodología descripta,

y se dividieron en tres grupos: Grupo 1. Se realizó la adición de 100 ng/ml de Factor de

Crecimiento Epidermal en el medio MIV (E9644, Sigma, USA). Grupo 2. Adición de

50 ng/ml de EGF en el medio de MIV.  Los COCs del tercer grupo (Control) fueron

madurados en el mismo medio de MIV, pero sin la adición de EGF. A las 24 h de la

MIV, se evaluó la maduración ovocitaria mediante la observación de la expansión de las

células del cúmulo y por la presencia del primer corpúsculo polar (CPI) en el espacio

perivitelino; para ello fue realizado el denudamiento de los COC´s en 1 mg/ml de

Hialuronidasa (Sigma, USA) en TCM – 199 Hank´s atemperado a 38.8 ºC, mediante

pipeteo mecánico. Además se evaluó el efecto de los tratamientos en el desarrollo

embrionario (% clivaje: estructuras con división celular en el Día 3 y % de embriones en

el Día 7) y en la supervivencia de blastocitos (evaluación de embriones re – expandidos

y eclosionados) criopreservados mediante congelación lenta con EG.

EXPERIMENTO 2

Para evaluar el efecto de la adición de 50 M y 100 M de Cisteamina en el medio

MIV, en el porcentaje de ovocitos en metafase II, en el desarrollo embrionario y en la

supervivencia de blastocitos criopreservados mediante congelación, se determinó la

maduración ovocitaria, clivaje, producción de blastocitos y supervivencia a la

congelación, mediante la misma metodología explicada en el experimento 1. Los COCs

fueron colectados y clasificados por la metodología mencionada y se dividieron en 3

grupos: Grupo 1. Se realizó la adición de 100 M de Cisteamina (M 9768, Sigma, USA)

en el medio de MIV. Grupo 2. Se realizó la adición de 50 M de Cisteamina en el medio
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de MIV. Los COCs del tercer grupo (Control) fueron madurados en el mismo medio de

MIV que los dos primeros grupos, pero sin la adición de Cisteamina.

EXPERIMENTO 3

En este experimento se evaluó el efecto de la adición de  100 ng/ ml de EGF y 100

M de Cisteamina en el medio de maduración, en el porcentaje de oocitos en metafase II,

en el desarrollo embrionario y en la supervivencia de blastocitos criopreservados

mediante congelación lenta con EG, empleando la misma metodología empleada en el

experimento 1. Los COCs fueron colectados y clasificados para luego ser trabajados por

la técnica FIV descripta, y se dividieron en 2 grupos: Grupo 1. Se realizó la adición de

100 ng/ml de EGF y de 100 M de Cisteamina en el medio de MIV. En el segundo grupo

(Control), los COCs fueron madurados en el mismo medio de MIV empleado en el grupo

1, pero sin la adición de Cisteamina.

EXPERIMENTO 4

En este experimento se evaluó el efecto de la adición de 100 M y 50 M de

Cisteamina en el medio de cultivo los días 3 o 5, en la producción de embriones, número

de blastómeras y en la supervivencia a la congelación. Los COCs fueron colectados y

clasificados por la metodología ya descripta, se dividieron en 5 grupos: Grupo 1. Se

realizó la adición de 100 M de Cisteamina en el medio de CIV, en el Día 3. Grupo 2.

Se realizó la adición de 50 M de Cisteamina en el medio de CIV, en el Día 3. Grupo 3.

Se realizó la adición de 100 M de Cisteamina en el medio de CIV, en el Día 5. Grupo

4. Se realizó la adición de 50 M de Cisteamina en el medio de CIV, en el Día 5. Los

COCs del quinto grupo (Control) fueron cultivados en el mismo medio de CIV, sin la

adición de Cisteamina. En todos los tratamientos de este experimento, los COCs fueron

madurados en medio de MIV con adición de 100 ng/ml de EGF y de 100 M de

Cisteamina.
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El número de blastómeras por embrión de cada uno de los tratamientos y para los

experimentos posteriores, se calculó mediante la siguiente metodología: los blastocitos

Día 8 de CIV se lavaron en 400 l de PBSm, se fijaron con una solución de

paraformaldehído (Merck, Alemania) al 4% durante 30 min., luego se tiñeron con 400 l

de la solución del colorante vital Hoechst 33342 (Sigma, USA) (Bis – Binzimida: 5

g/ml) durante 10 min.  Los embriones fijados y teñidos se colocaron en portaobjetos

para ser visualizados en microscopio invertido de fluorescencia con aumento de 40X.  Las

imágenes fueron tomadas con una cámara Olympus BX 50 CAMEDIA, empleando el

software CAMEDIA C – 7070 - 64 bit.  Con las fotos individuales se realizó el conteo

celular mediante la utilización del programa Image J (National Institutes of Health).

EXPERIMENTO 5

En este experimento se evaluó el efecto de la adición de 50 M y 100 M de

Ácido Linoleico (L1012, Sigma, USA) en el medio de CIV los días 3 o 5, en la producción

de embriones, número de blastómeras y en la supervivencia a la congelación. Los COCs

fueron colectados y clasificados por la metodología ya mencionada, se dividieron en 5

grupos: Grupo 1. Se realizó la adición de 100 M de Ácido Linoleico en el medio de

CIV, en el Día 3. Grupo 2. Se realizó la adición de 50 M de Ácido Linoleico en el

medio de CIV, en el Día 3. Grupo 3. Se realizó la adición de 100 M de Ácido Linoleico

en el medio de CIV, en el Día 5. Grupo 4. Se realizó la adición de 50 M de Ácido

Linoleico en el medio de CIV, en el Día 5.  Los COCs del quinto grupo (Control) fueron

cultivados en el mismo medio de CIV, sin la adición de Ácido Linoleico. En todos los

tratamientos de este experimento, los COCs fueron madurados en medio de MIV con

adición de 100 ng/ml de EGF y de 100 M de Cisteamina.

EXPERIMENTO 6

En este experimento se evaluó el efecto de la adición de 50 M y 100 M de L –

 - Fosfatidilcolina de soja (P7443, Sigma, USA) en el medio de CIV los días 3 o 5, en
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la producción de embriones, número de blastómeras y en la supervivencia a la

congelación. Los COCs fueron colectados, clasificados y manejados según la técnica de

FIV ya descripta, se dividieron en 5 grupos: Grupo 1. Se realizó la adición de 100 M

de Lecitina de Soja en el medio de CIV, en el Día 3. Grupo 2. Se realizó la adición de

50 M de Lecitina de Soja en el medio de CIV, en el Día 3. Grupo 3. Se realizó la adición

de 100 M de Lecitina de Soja en el medio de CIV, en el Día 5. Grupo 4. Se realizó la

adición de 50 M de Lecitina de Soja en el medio de CIV, en el Día 5.  Los COCs del

quinto grupo (Control) fueron cultivados en el mismo medio de CIV, sin la adición de

Lecitina de Soja. En todos los tratamientos de este experimento, los COCs fueron

madurados en medio de MIV con adición de 100 ng/ml de EGF y de 100 M de

Cisteamina.

EXPERIMENTO 7

En este experimento se evaluó el efecto de la adición de 50 M de Ácido linoleico,

100 M de Cisteamina y 100 M de fosfatidilcolina de soja en el medio de CIV el día 5,

en la producción de embriones, número de blastómeras y en la resistencia tras

congelación. Los COCs fueron colectados y clasificados según la metodología descripta,

se dividieron en 2 grupos: Grupo 1. Se realizó la adición de 50 M de Ácido linoleico,

100 M de Cisteamina y 100 M de fosfatidilcolina de soja en el medio de CIV el día 5.

Los COCs del Grupo 2 (Control) fueron cultivados en el mismo medio de CIV, sin la

adición de estos suplementos.  En los tratamientos de este experimento, los COCs fueron

madurados en medio de MIV con adición de 100 ng/ml de EGF y de 100 M de

Cisteamina.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los estudios fueron realizados con el análisis estadístico Prueba de

Comparaciones de Duncan o Test de Rango Múltiple de Duncan, el cual determina la

existencia de diferencia estadísticamente significativa entre tratamientos sobre las
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distintas variables objetivo, comparando la distribución de cada uno de los tratamientos

entre sí. Se empleó el software Stata MP – 64.  Los resultados se expresaron como

porcentajes (%) junto con su Error Estándar (EE).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

Los resultados de este experimento se muestran en las Tablas 3.1, 3.2 y 3.3, donde

se evaluó el efecto de la adición de EGF en el medio de maduración de embriones bovinos

in vitro, criopreservados mediante congelación lenta con EG. No hubo diferencias

significativas de los tratamientos con respecto al grupo control, tanto en el porcentaje de

clivaje como en el porcentaje de producción de embriones (P >0,05).  El tratamiento de

100 ng/ml de EGF presentó una tendencia a aumentar el porcentaje de estructuras clivadas

con respecto al tratamiento de 50 ng/ml (P= 0,06). La adición de 50 ng/ml y de 100 ng/ml

de EGF al medio MIV, aumentó el porcentaje de ovocitos en metafase II (P 50 ng/ml = 0,014

y P 100 ng/ml = 0,001). La adición de EGF al medio de MIV no afectó la supervivencia

embrionaria a la congelación, con respecto al control (P > 0,2). Aunque aparentemente

la adición de EGF al medio MIV en concentración de 100 ng/ml, resultó en un porcentaje

numéricamente mayor de embriones eclosionados, no se encontró diferencia significativa

con respecto al control (P = 0,55).

Tabla 3.1. Porcentaje de Producción Embrionaria con adición de EGF al medio de MIV.

GRUPO OVOCITOS CLIVAJE EMBRIONES

CONTROL 424 74,8 ± 9,9 30,7 ± 3,5

EGF 100 371 81,6 ± 12,2 30,9 ± 15,9

EGF 50 315 68,5 ± 11,3 33,8 ± 10,9
Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Tabla 3.2. Extrusión de Primer Cuerpo Polar de ovocitos madurados con EGF.

GRUPO OVOCITOS CPI

(n) ( % )

CONTROL 293 75,3 ± 4,3 a

EGF 100 311 86,3 ± 4,9 b

EGF 50 307 81,4 ± 4,2 b

ab Porcentajes en la misma columna con diferente superíndice, indica diferencia significativa (P < 0,05).

Tabla 3.3. Supervivencia de embriones congelados y tratados en MIV con EGF.

GRUPO EMBRIONES RE – EXP ECLOSION

(n) ( % ) ( % )

CONTROL 122 43,9 ± 16,9 16,8 ± 14,1

EGF 100 120 55,8 ± 20,4 27,5 ± 28,2

EGF 50 112 46,1 ± 15,8 16,5 ± 13,2

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

EXPERIMENTO 2

Los resultados se este experimento se indican en las Tablas 3.4, 3.4 y 3.6, donde

se evaluó el efecto de la adición de Cisteamina en el medio de maduración de embriones

bovinos in vitro, criopreservados mediante congelación lenta con EG. No se presentaron

diferencias significativas de los tratamientos con respecto al grupo control, tanto en el

porcentaje de clivaje como en el porcentaje de producción de embriones (P > 0,05). Con

la adición de 100 M de Cisteamina al medio MIV, se observó un mayor porcentaje de

ovocitos en metafase II (P = 0,032); mientras que con 50 M no hubo diferencia
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significativa (P = 0,321).  El tratamiento con 100 M de Cisteamina presentó una

tendencia a producir un mayor número de embriones re – expandidos (P = 0,08), aunque

no influyó en el porcentaje de embriones eclosionados (P > 0,05).

Tabla 3.4. Porcentaje de Producción de Embriones con adición de Cisteamina al medio

MIV.

GRUPO OVOCITOS CLIVAJE EMBRIONES

(n) (%) (%)

CONTROL 480 66,8 ± 5,2 26,8 ± 10,0

CISTEAMINA 100 424 68,8 ± 4,1 32,0 ± 9,5

CISTEAMINA 50 433 70,9 ± 5,9 31,4 ± 14,2

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

Tabla 3.5. Extrusión de Primer Cuerpo Polar de ovocitos madurados con Cisteamina.

GRUPO OVOCITOS CPI

(n) ( % )

CONTROL 253 72,3 ± 3,8 ᵃ

CISTEAMINA 100 268 80,0 ± 6,5 ᵇ

CISTEAMINA 50 243 75,4 ± 8,0 ᵃ
ab Porcentajes en la misma columna con diferente superíndice, indica diferencia significativa (P < 0,05).



32

Tabla 3.6. Supervivencia de embriones congelados y tratados en MIV con Cisteamina.

GRUPO EMBRIONES RE – EXP ECLOSION

(n) ( % ) ( % )

CONTROL 135 53,9 ± 8,4 18,1 ± 14,0

CISTEAMINA 100 140 63,3 ± 9,5 23,7 ± 9,4

CISTEAMINA 50 136 53,4 ± 8,4 23,2 ± 5,9

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

EXPERIMENTO 3

Los resultados de este experimento se muestran en las Tablas 3.7, 3.8 y 3.9, donde

se evaluó el efecto de la adición de Cisteamina y de EGF en el medio de maduración de

embriones bovinos in vitro, criopreservados mediante congelación lenta con EG. Hubo

diferencia significativa tanto en el porcentaje de clivaje (P = 0,001) como en el porcentaje

de producción de embriones (P = 0,001) con respecto al grupo control. Se presentó

diferencia significativa en el número de ovocitos con extrusión del primer cuerpo polar

(P = 0,02). No hubo diferencias significativas en el porcentaje de embriones eclosionados

(P = 0,125).

Tabla 3.7. Porcentaje de Producción de Embriones tratados con 100 M de Cisteamina

y 100 ng/ml de EGF en el medio MIV.

GRUPO OVOCITOS CLIVAJE EMBRIONES

(n) (%) (%)

CONTROL 408 52,0 ± 6,6 a 23,8 ± 2,4 a

EGF + CIST. 358 69,5 ± 7,1 b 32,1 ± 4,0 b

ab Porcentajes en la misma columna con diferente superíndice, indica diferencia significativa (P < 0.05).
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Tabla 3.8. Extrusión de Primer Cuerpo Polar de ovocitos madurados con 100 M de

Cisteamina y 100 ng/ml de EGF.

GRUPO OVOCITOS CPI

(n) ( % )

CONTROL 410 72,1 ± 6,7 a

EGF + CIST. 410 81,3 ± 6,7 b

ab Porcentajes en la misma columna con diferente superíndice, indica diferencia significativa (P < 0.05).

Tabla 3.9. Supervivencia de embriones congelados y tratados en MIV con EGF y

Cisteamina.

GRUPO EMBRIONES RE – EXP ECLOSION

(n) ( % ) ( % )

CONTROL 98 58,7 ±14,8 27,7 ± 6,5

EGF + CIST. 115 60,4 ± 12,2 34,3 ±  6,9

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

EXPERIMENTO 4

Los resultados del Experimento 4 se muestran en las Tablas 3.10 y 3.11 y en las

Figuras 3.1 y 3.2, donde se evaluó el efecto en la supervivencia de embriones producidos

in vitro por la adición de cisteamina en el medio de cultivo en Día 3 o Día 5.  Los

resultados mostraron que la adición de Cisteamina en el medio de CIV no influyó sobre

el porcentaje de clivaje, ya que no hubo diferencia significativa en los tratamientos y días

estudiados con respecto al grupo control (P < 0,05). Mientras que la producción

embrionaria fue afectada al adicionarse en Día 3, observándose una tendencia a la

disminución en la cantidad de blastocitos tanto en la concentración de 100 µM (P = 0,06)

como en la de 50 µM (P = 0,1).  Al suplementar con 100 µM (P = 0,001) en Día 5 del

CIV, se observó un efecto positivo en la producción de blastocitos, al aumentar el
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porcentaje de producción de embriones con respecto al grupo control. Al comparar los

tratamientos entre sí, con respecto al porcentaje de producción de embriones, se encontró

diferencia significativa en los siguientes grupos: 100 M Día 5 vs. 100 M Día 3 (P =

0,001), 100 M Día 5 vs. 50 M Día 3 (P = 0,001) y 50 M Día 5 vs. 100 M Día 5 (P =

0,001), mientras se mostró una tendencia numérica en 50 M Día 5 vs. 50 M Día 3 (P =

0,09).

La supervivencia al proceso de congelado descongelado se evaluó a las 24 y 72 h

pos descongelado mediante la re-expansión y eclosión de los embriones cultivados

nuevamente. La adición de Cisteamina en los días y concentraciones propuestas no

mostró diferencia significativa en la re-expansión de los embriones descongelados; pero

si favoreció la eclosión al ser adicionada en el Día 5 con respecto al grupo control, tanto

en la concentración de 50 M (P = 0,04) como en la de 100 M (P = 0,01). La evaluación

del número de blastómeras por embrión de cada uno de los tratamientos mostró que la

adición de Cisteamina en el medio de CIV, no afectó el número de blastómeras con

respecto al grupo control, ya que no hubo diferencias significativas.
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Tabla 3.10. Porcentaje de Producción de Embriones obtenidos con la adición de

Cisteamina en el medio CIV en Día 3 o Día 5.

GRUPO OOCITOS CLIVAJE EMBRIONES

(n) (%) (%)

CONTROL 365 58,9 ± 16,9 32,5 ± 15,7 a **

D3 CISTEAMINA 100 513 63,1 ± 14,6 21,3 ± 10,1 a*

CISTEAMINA 50 515 63,2 ± 17,3 22,3 ± 11,4 a*

D5 CISTEAMINA 100 189 71,0 ± 9,2 58,8 ± 8,4 b

CISTEAMINA 50 345 61,2 ± 8,6 33,8 ± 12,8 a

ab Porcentajes en la misma columna con diferente superíndice, indica diferencia significativa (P < 0,05). Porcentajes

con asterisco (*) indican tendencia numérica (P ≤ 0,1).

Tabla 3.11. Número de células de embriones tratados con Cisteamina en el medio CIV

en Día 3 o Día 5.

GRUPO EMB ( n ) No. TOTAL CEL.

CONTROL 15 159,9 ± 34,2

D3 CIST. 100 15 159,2 ± 30,9

50 15 156,9 ± 23,5

D5 CIST. 100 15 161,1 ± 23,8

50 15 160,0 ± 32,4

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Figura 3.1. Diagrama de Box de re – expansión a las 24 hs. de embriones tratados con

cisteamina en el medio CIV en Día 3 o Día 5.

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

Figura 3.2. Diagrama de Box de eclosión a las 72 hs. de embriones tratados con

cisteamina en el medio CIV en Día 3 o Día 5.

ab Porcentajes con diferente superíndice diferencia significativa (P < 0,05).
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EXPERIMENTO 5

Los resultados de este experimento se indican en las Tablas 3.12 y 3.13 y en las

Figuras 3.3 y 3.4, donde se evaluó el efecto en la supervivencia de embriones producidos

in vitro por la adición de ácido linoleico en el medio de cultivo en Día 3 o Día 5. El Ácido

linoleico adicionado al medio CIV en el Día 3, favoreció el desarrollo embrionario, ya

que la adición de 100 M mostró una tendencia a aumentar el porcentaje de estructuras

clivadas (P = 0,05) y en la concentración de 50 M se presentó un aumento significativo

en el porcentaje de clivaje (P = 0,04).  En cuanto al porcentaje de embriones, el ácido

linoleico fue favorable en concentración de 100 M (P = 0,02) y de 50 M (P = 0, 049),

ya que hubo diferencia significativa al aumentar el porcentaje de embriones.

La adición de ácido linoleico influyó en la supervivencia embrionaria post

congelado descongelado, tanto en la re-expansión como en la eclosión.  A las 24 hs, se

observó una tendencia favorable a la re-expansión de los embriones en Día 3 tanto con

100 M (P = 0,06) como en 50 M (P = 0,08); mientras que en Día 5, con 100 M

presentó una tendencia al aumento de embriones recuperados luego de descongelación (P

= 0,05), y con 50 M hubo diferencia significativa con respecto al control (P = 0,002). La

evaluación a las 72 hs. benefició la eclosión en los días y concentraciones propuestas, ya

que hubo diferencia significativa (P < 0,03). Cuando se comparó el número de células de

los embriones del experimento, los resultados mostraron que la adición de Ácido

Linoleico como suplemento en el medio de CIV, no afectó el número de células (P >

0,05).
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Tabla 3.12. Porcentaje de Producción de Embriones con adición de Ácido Linoleico en

el medio CIV.

GRUPO OOCITOS CLIVAJE EMBRIONES

(n) (%) (%)

CONTROL 355 45,9 ± 33,7 a** 25,6 ± 19,6 a

D3 AL 100 250 72,7 ± 19,5 a* 48,0 ± 24,4 b

AL  50 250 79,3 ± 17,5 b 48,2 ± 23,5 b

D5 AL 100 264 64,9 ± 14,6 a 38,0 ± 9,6 a

AL  50 333 65,7 ± 16,2 a 35,8 ± 10,7 a

ab Porcentajes en la misma columna con diferente superíndice, indica diferencia significativa (P < 0,05). Porcentajes

con asterisco (*) indican tendencia numérica (P ≤ 0,1).

Tabla 3.13. Número de células de embriones tratados con Ácido Linoleico.

GRUPO EMB ( n ) No. TOTAL CEL.

CONTROL 15 159,9 ± 34,2

D3 AL 100 15 157,7 ± 41,9

AL 50 15 158,9 ± 29,8

D5 AL 100 15 159,3 ± 32,3

AL 50 15 156,7 ± 19,8

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Figura 3.3. Diagrama de Box de re – expansión a las 24 hs. de embriones tratados con

Ácido linoleico en el medio CIV en Día 3 o Día 5.

ab Porcentajes con diferente superíndice, indica diferencia significativa (P < 0,05). Porcentajes con asterisco (*)

indican tendencia numérica (P ≤ 0,1).

Figura 3.4. Diagrama de Box de eclosión a las 72 hs. de embriones tratados con Ácido

Linoleico en el medio CIV en Día 3 o Día 5.

ab Porcentajes con diferente superíndice indica diferencia significativa (p < 0,05).
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EXPERIMENTO 6

Los resultados de este experimento se muestran en las Tablas 3.14 y 3.15 y en las

Figuras 3.5 y 3.6, donde se evaluó el efecto en la supervivencia de embriones producidos

in vitro por la adición de 50 M o 100 M de Fosfatidilcolina de soja en el medio de

cultivo en Día 3 o Día 5. La adición de Fosfatidilcolina de Soja no influyó sobre el

desarrollo embrionario, supervivencia embrionaria a la congelación y el número de

células, ya que no hubo diferencia significativa entre los tratamientos (P > 0,05).

Tabla 3.14. Producción de Embriones con adición de Fosfatidilcolina de soja en el medio

CIV en Día 3 o Día 5.

GRUPO OOCITOS CLIVAJE EMBRIONES

(n) (%) (%)

CONTROL 429 53,5 ± 15,9 24,0 ± 12,3

D3 LS 100 308 65,4 ± 9,7 29,0 ± 17,2

LS 50 365 56,1 ± 11,7 26,2 ± 14,5

D5 LS 100 496 54,0 ± 14,7 24,5 ± 9,2

LS  50 435 57,2 ± 14,3 29,7 ± 13,5

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Tabla 3.15. Número de células de embriones tratados con Fosfatidilcolina de soja.

GRUPO EMB ( n ) No. TOTAL CEL.

CONTROL 15 159,9 ± 34,2

D3 LS 100 15 160,7 ± 32,6

LS 50 15 162,9 ± 28,2

D5 LS 100 15 164,3 ± 30,3

LS 50 15 163,3 ± 33,3

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

Figura 3.5. Diagrama de Box de re – expansión a las 24 hs. de embriones tratados con

Fosfatidilcolina de soja en el medio CIV en Día 3 o Día 5.

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Figura 3.6. Diagrama de Box de eclosión a las 72 hs. de embriones tratados con

Fosfatidilcolina de soja en el medio CIV en Día 3 o Día 5.

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

EXPERIMENTO 7

Los resultados de este experimento se pueden observar en las Tablas 3.16 y 3.17

y en las Figuras 3.7 y 3.8, en donde se evaluó la interacción de la suplementación con 100

M de Cisteamina, 50 M de Ácido Linoleico y 100 M de Fosfatidilcolina de soja en el

medio CIV en Día 5. La adición de estos aditivos no afectó el desarrollo embrionario, la

supervivencia embrionaria a la congelación y el número de células, ya que no se presentó

diferencia significativa con respecto al control (P > 0,05).
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Tabla 3.16. Producción de Embriones con adición de Cisteamina, Ácido Linoleico y

Fosfatidilcolina de soja en el medio CIV en Día 5.

GRUPO OOCITOS CLIVAJE EMBRIONES

(n) (%) (%)

CONTROL 429 61,6 ± 14,6 27,6 ± 4,4

CIST. + AL + LS 308 59,2 ± 16,2 30,0 ± 7,3

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

Tabla 3.17. Número de células de embriones tratados con Cisteamina, Ácido Linóleico

y Fosfatidilcolina de Soja en el medio de CIV.

GRUPO EMBRIONES No.

(n) CELULAS

CONTROL 15 121,2 ± 28,1

CIST. + AL + LS 15 126,3 ± 27,4

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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Figura 3.7. Diagrama de Box de re – expansión a las 24 hs. de embriones tratados con

Cist. + AL + LS en el medio CIV en Día 5.

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).

Figura 3.8. Diagrama de Box de eclosión a las 72 hs. de embriones tratados con Cist. +

AL + LS en el medio CIV en Día 5.

Los porcentajes no difieren significativamente (P > 0,05).
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CAPITULO 4

DISCUSIÓN

Los resultados de esta tesis no confirman las hipótesis planteadas. En el

experimento 1, se observó que la adición de EGF al medio de MIV en concentración de

100 y 50 ng/ml favoreció la extrusión de CPI con respecto al control, lo cual es reportado

en diversos estudios que han demostrado el efecto benéfico de la adición de EGF al medio

de maduración, al favorecer la expansión de las células del cúmulo y favorecer la

maduración ovocitaria (Rieger et al., 1998; Hernández-Fonseca et al., 2004). Esto se

podría sustentar en que el EGF trabaja directamente sobre las células del cúmulo, ya que

se han localizado receptores de este factor de crecimiento en estas mismas y en las células

de la granulosa de varias especies, incluida la bovina (Yoshida et al., 1998; Qu et al,

2000). De esta manera, el EGF estimularía la síntesis de ácido hialurónico, que podría

interactuar con componentes específicos de la matriz celular (Tirone et al, 1997),

mejorando significativamente la maduración citoplásmatica y nuclear de los ovocitos

(Lonergan et al., 1996; Guler et al., 2000; Grazul – Bilska el al., 2003; Oyamada, 2004 b;

Purohi et al., 2005) y participando en la regulación de la expresión genética, en la

proliferación y diferenciación celular.

Según Lonergan et al. (1996) la adición de EGF, independientemente de la

concentración, a medios de cultivo M – 199, aumentó significativamente la proporción

de ovocitos que alcanzan metafase II.  Este aumento se sustenta posiblemente en el efecto

que ejerce sobre la síntesis de proteínas, alterando las proteínas neosintetizadas durante

la maduración y por lo tanto en la mejora del desarrollo embrionario (Lonergan et al.,

1996; Sakaguchi et al., 2000; Sakaguchi et al., 2002; Sirisathien et al., 2003).  Esto sugiere

un rol fisiológico para el EGF y las moléculas afines al EGF en la regulación intrafolicular

de la maduración, aumentando la competencia ovocitaria.
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En este trabajo no hubo diferencia significativa en el desarrollo embrionario con

la adición de EGF, estos resultados coinciden con los reportados por Nömm et al. (2015),

quien adicionó 10 ng/ml de EGF al medio de MIV suplementado con Suero Fetal Bovino

(SFB) y lo comparó con uno sin adición de SFB, reportando que no hubo diferencia en la

producción de blastocitos. Sin embargo, Kobayashi et al. (1994), reportó que la adición

de EGF al medio de MIV aumentó el desarrollo de blastocitos.  Aflalo et al. (2005 y

2007), resaltaron en sus trabajos la importancia del EGF como modulador del sistema

PA/plasmina (Activadores del plasminógeno / plasmina) durante el desarrollo

embrionario previo a la implantación.

En este experimento la adición de EGF no influyó en la supervivencia embrionaria

post-descongelación, aunque con la concentración de 100 ng/ml se presentó un leve

aumento tanto en el porcentaje de re-expansión como en el de eclosión con respecto al

control, este experimento se realizó con adición de SFB en el medio MIV.  Este resultado

podría estar influenciado por la presencia de SFB en el medio de MIV, ya que Saeki et al.

(1991) plantearon que no se requiere de la presencia de suero para la MIV bovina.  Este

resultado fue comprobado por Park and Lin (1993), quienes observaron que la tasa de

división de ovocitos bovinos madurados fue más efectiva con suplementación de EGF y

BSA que con SFC.  La suplementación con suero siempre ha estado relacionada con la

acumulación anormal de lípidos a nivel citoplasmático en los embriones bovinos

producidos por FIV, lo cual es asociado a su sensibilidad a los procesos de

criopreservación (Mucci et al., 2006).  Nömm et al. (2015) establecieron que es posible

tener un sistema PIV libre de suero y suplementado con EGF, con resultados de

supervivencia a la congelación lenta mayores que el de los embriones obtenidos a partir

de medios de MIV convencional, pero propusó que hay que realizar más estudios al

respecto.  Abeydeera et al. (2000), por su parte reportaron que la adición de EGF en un

medio de MIV libre de proteína estimuló significativamente la síntesis de GSH en

ovocitos porcinos.

La adición de Cisteamina en el medio de MIV (Experimento 2) no afectó el desarrollo

embrionario, a pesar de que aparentemente aumentó el porcentaje de embriones con
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respecto al control. Silva et al. (2010), reportaron que los porcentajes de clivaje y

producción embrionaria fueron similares al suplementar el medio de maduración con 150

M de Cisteamina con respecto al control (Clivaje: 86% vs. 89%, % Blast.: 29% vs. 31%),

lo cual coincidió con este trabajo.  Esto podría ser a causa de que los ovocitos

permanecieron durante la MIV en condiciones de bajo metabolismo de Glutatión (GSH)

intracelular (Rieger et al, 1992; De Matos et al, 1995), ya que 24 h no sería tiempo

suficiente para comprometer el desarrollo posterior. También existe la posibilidad que el

medio con suplemento proteico pueda inhibir la acción de los antioxidantes (Li et al.,

1993). Pavao, (2009), afirmó que la acción de la Cisteamina en el medio de MIV, varía

de acuerdo a las condiciones de incubación, especificamente al suplementar este medio

con SFB o BSA, influyendo de este modo en el proceso PIVE y en la viabilidad de los

embriones ovinos.

Ikeda et al. (2000), sugirieron que la reducción en el desenvolvimiento

embrionario en los sistemas PIVE podría estar asociados con un exceso de metabolitos

como el amonio o con el aumento de la concentración de radicales libres en el medio de

producción, estas condiciones forman Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) en bovinos,

produciendo lesiones en el ADN (Takahashi, 2000).  A su vez los ERO aumentan la

demanda de enzimas antioxidantes para poder mantener el control homeostático y el

potencial de desarrollo embrionario (Silva et al, 2010).

Merton et al. (2013), reportaron que la presencia de Cisteamina durante la MIV

incrementó significativamente la tasa de producción embrionaria a partir de ovocitos

obtenidos de ovarios de frigorífico. El aumento numérico en la producción embrionaria

pudo deberse a un aumento en la concentración de GSH intracelular después de la

inducción de su síntesis con componentes tiol (De Matos et al., 2000).  Oyamada (2004

a), informó que la adición de compuestos tiol como Cisteina,  - mercaptoetanol y

cisteamina al medio de maduración promueve la síntesis de GSH en el ovocito.  La GSH

es sintetizada y degradada por la  - glutamilciclasa y su biosíntesis depende de la

disponibilidad de cisteína en el medio.  Sin embargo la Cisteína es inestable en el medio
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y se oxida fácilmente a Cistina.  La Cisteamina en medio de cultivo puede reducir la

Cistina a Cisteína, promoviendo la absorción de Cisteína y mejorando la síntesis de GSH

y permitiendo plantear que su adición incrementa la eficiencia del medio de maduración

(Nagai, 2001).  Varios informes demostraron mejoras después de la adición de

antioxidantes en el medio de MIV (De Matos et al., 2000; De Matos et al., 2002), mientras

otros dicen que no influyó en la tasas de división y desarrollo embrionario (Ali et al.,

2003), aunque sí reportaron aumento de GSH intracelular.  Rocha – Frigoni et al. (2012

b), reportaron que la suplementación con antioxidantes en el medio de maduración redujo

los niveles intracelulares de ERO y la tasa de apoptosis, pero no aumentó

significativamente el desarrollo embrionario, entonces los resultados de la adición de

antioxidantes al medio MIV son contradictorios.

En nuestro experimento se evidencia que al adicionar Cisteamina a 100 M hay

diferencia significativa en el % CPI con respecto al control, sugiriendo que esta

concentración podría beneficiar el proceso de maduración nuclear.

La adición de Cisteamina en el medio MIV no afectó la supervivencia embrionaria

post-descongelación, aunque en concentración de 100 M se presentó una tendencia a

mejorar la re-expansión de los embriones descongelados con respecto al control, lo cual

es coincidente con lo reportado por Rocha-Frigoni et al., (2012 b).  Estos autores

sugirieron que la adición de antioxidantes al medio MIV no aumentó la supervivenvia

post-vitrificación, al igual que Merton et al. (2013), que informaron que la presencia de

Cisteamina durante la MIV no afectó la criotolerancia.

En el tercer experimento se evaluó la adición de 100 ng/m de EGF y de 100 M

de Cisteamina, en el medio de maduración; ya que los resultados del Experimento 1

mostraron que aunque no hubo diferencias significativas entre los grupos, hubo una

diferencia numérica a favor del grupo tratado con 100 ng/ml de EGF en los porcentajes

de maduración, producción de embriones y eclosión; además influyó en el porcentaje de

extrusión de CPI de los ovocitos. Por lo cual se decidió continuar evaluando esta
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concentración de EGF.  Entre tanto, en el experimento 2 los resultados mostraron una

diferencia significativa a favor del tratamiento con 100 µM de Cisteamina en el porcentaje

de extrusión de Primer Cuerpo Polar de los ovocitos. Por este motivo se decide evaluar la

adición de 100 M de Cisteamina y 100 ng/ml de EGF en el medio MIV.

En el Experimento 3, se observó que la suplementación de estos dos aditivos al

medio MIV, favoreció el desarrollo embrionario al aumentar el porcentaje de estructuras

clivadas y el porcentaje de embriones respecto al grupo control. Oyamada and Fukui

(2004 a), reportaron que la adición de 10 ng/ml de EGF y 100 M de Cisteamina en el

medio de maduración incrementó significativamente la proporción de ovocitos clivados

respecto al control y la frecuencia de desarrollo de blastocitos, lo cual es coincidente con

lo encontrado en este experimento. Aunque estos autores reportaron que no hay un efecto

significativo sobre la maduración nuclear, en este experimento sí se presentó con respecto

al control.  Se hipotetiza que la adición de Cisteamina al medio MIV incrementa la

eficiencia de dicho medio y que la adición de EGF podría incrementar el contenido

intracelular de GSH en ovocitos porcinos (Oyamada, 2004 a; Prochazka et al., 2000); sin

embargo esto no ha sido reportado en bovinos.

Oyamada and Fukui (2004 a), reportaron un aumento significativo en la supervivencia

de los embriones post – vitrificados, cuando los ovocitos fueron puestos a madurar en un

sistema de cultivo individual en medio mSOFaa + PVA y suplementado con Cisteamina

y EGF al ser comparado con medio TCM suplementado con 10% SFB, al parecer la

presencia de un compuesto proteico pudo estar influyendo en el resultado obtenido.

La combinación de estos dos aditivos en el medio de maduración pudo mejorar la

maduración nuclear y el desarrollo embrionario por los siguientes planteamientos:

 El GSH aportado por la Cisteamina, al ser un factor intracelular del ovocito de

importancia en la maduración citoplasmática, lo protege de los efectos tóxicos

generados por los ERO en las condiciones convencionales de 5% de CO2 al

mantener un ambiente de óxido – reducción adecuado y al reducir los puentes
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disulfuro de la protamina de la cabeza espermática favoreciendo la formación de

PNM (Pronúcleo Masculino) (Meister, 1976; Meister, 1979).

 El EGF estimula en los COC´s la producción de ácido hialurónico y su retención

dentro de la matriz intracelular de los cúmulus expandidos, teniendo un efecto

positivo en la monoespermia (Prochazka et al., 2000) y por ende en el desarrollo

embrionario.

De lo anterior se deduce que la primera hipótesis planteada no se cumple; la

supervivencia de los embriones congelados producidos in vitro, no aumentó con la adición

de Cisteamina y EGF en el medio de MIV; estos resultados pudieron ser afectados por la

presencia de SFB en el medio MIV. También pudo influir el origen y calidad de los

COC´s, que pueden ser afectados por la técnica de obtención del ovocitos; además, los

animales llevados al frigorífico podían estar en cualquier etapa del ciclo estral y los

COC´s se recuperaron de una amplia gama de tamaños de folículos y en todas las posibles

etapas de la onda folicular, incluyendo folículos en fase de dominancia o en fase de atresia

(Merton et al., 2013).

Los cigotos y embriones son más frágiles a sufrir daño oxidativo al ser expuestos a

factores externos, como condiciones inapropiadas de cultivo.  La síntesis de novo de GSH

sucede en el estadio de 9 a 16 células en la vaca (Rausell, 2005).  La tolerancia de los

embriones a un estrés oxidativo difiere a lo largo de los distintos estadios de desarrollo

embrionario, es por esto que se estudió la suplementación del medio CIV con Cisteamina

en Día 3 o Día 5, ya que es conocida la acción de este agente reductor, al incrementar el

nivel intracelular de GSH y el potencial de desarrollo embrionario.  En el experimento 4,

se observó que aunque la adición de Cisteamina en las concentraciones propuestas en el

Día 3 no afectó el clivaje, sí se presentó una tendencia a la disminución del porcentaje de

embriones.  Estos resultados son coincidentes con lo informado por  Merton et al., (2013),

quienes reportaron que al adicionar Cisteamina 0.1 mM en el medio MIV y 0.01, 0.05 y

0.1 mM en el medio CIV a partir de los días 1 al 4 del cultivo, la tasa de producción de

blastocitos se vio afectada negativamente, más no afectó las tasas de clivaje. Esto pudo

ser debido a que las concentraciones propuestas no son suficientes, ya que como es sabido

los embriones de mamíferos tienden a sufrir bloqueo del desarrollo embrionario en
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condiciones in vitro.  En este bloqueo se activa la expresión del genoma embrionario,

influenciado por las variaciones en el nivel endógeno de hidroperoxidación lipídica, en la

capacidad para quelar metales de transición y en la actividad antioxidante, que determinan

si el embrión prosigue con su desarrollo normal (Rausell, 2005). De Matos et al. (2002

b), encontraron que al suplementar con Cisteamina durante la MIV y en los Días 2 a 4 de

CIV, la producción de embriones fue óptima en concentración de 0,05 mM (Merton et al.,

2013) lo cual no es coincidente con los resultados de Merton y de este trabajo.  Esto podría

sustentarse en que la adición de Cisteamina en la MIV y con embriones cultivados en

atmosfera de O2, el nivel de GSH ya es el óptimo durante el desarrollo embrionario

temprano, especulándose que la suplementación con Cisteamina adicional durante los

primeros días de CIV pudo dar lugar a un nivel limitado de ERO, consecuentemente este

desequilibrio interfirió con la activación del genoma embrionario durante la transición del

control maternal al cigótico (Merton et al., 2013).

En este trabajo la adición de 100 M de Cisteamina en Día 5, favoreció la producción

de embriones, esto se podría fundamentar en que los niveles más altos de GSH se

presentan cuando se está acercando a la etapa de blastocito.  La Cisteamina estaría

contribuyendo probablemente a disminuir la cantidad de ERO y a aumentar la

concentración intracelular de GSH, lo cual mejora el desarrollo embrionario. Silva et al.,

(2010), reportaron que la adición de Cisteamina en concentración 150 M tanto en el

medio de maduración como en el de cultivo, mejoró la producción de embriones.  En el

blastocito, el peróxido de Hidrógeno, presente en el fluido del blastocele, tiene un rol

importante en la diferenciación, provocando la apoptosis de las células del pre –

trofoectodermo.  Mientras estas células pierden la capacidad de sintetizar GSH, las otras

células embrionarias sintetizan GSH protegiéndose de los efectos oxidativos del H2O2, en

conclusión la mayor reducción del contenido de GSH coincide con la activación del

genoma embrionario. Los estadios de desarrollo embrionario previas al blastocito son

más sensibles a los efectos nocivos que disminuyen el contenido de GSH (Rausell, 2005).

En un estudio se reportó que al suplementar el medio de CIV con 1mM de GSH se

favoreció el desarrollo embrionario; sin embargo los efectos benéficos de esta

suplementación es variable (Rausell, 2005).
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La adición de Cisteamina en CIV no afectó el número total de células por embrión,

esto coincide con lo reportado por Rocha – Fragoni et al. (2014) quien informó que la

adición de antioxidantes intracelulares (Cisteina y  – mercaptoetanol) y extracelulares

(Catalasa) en diferentes etapas de producción (MIV y CIV) no afectó el número total de

blastómeras.

La adición de Cisteamina en las concentraciones propuestas en Día 5 favoreció el

porcentaje de eclosión. De Matos et al. (2002 b), reportaron que con la adición de

Cisteamina tanto en MIV como en CIV, la supervivencia embrionaria después de

descongelación se vio favorecida, esto sustentado en el aumento de GSH intracelular.

Entre tanto, Rocha – Frigoni et al, (2014), demostraron que la suplementación con

antioxidantes durante MIV y/o CIV no incrementó la supervivencia después de

vitrificación, aunque si redujo los ERO intracelulares y la tasa de apoptosis.  La adición

de antioxidantes en el medio CIV da resultados contradictorios; algunos autores no

reportan efectos, mientras que otros sí (Iwata et al., 1998; De Matos et al, 2002 b; Ali et

al., 2003), y otros reportan efectos desfavorables (Van Soom et al., 2002).

En el experimento 5, la suplementación con ácido linoleico favoreció el porcentaje de

clivaje en Día 3 con 50 M, el porcentaje de embriones en Día 3 con 100 M, y la

supervivencia tras descongelación en Día 5 con 50 M, más no afectó el número de

blastómeras en ningún día y concentración.

Imai et al., (1997), reportaron que el ácido linoleico-albumina al ser adicionado en el

medio CIV presentó efectos favorables en la supervivencia de embriones bovinos después

de congelación.  Esto pudo ser atribuido al incremento en la fluidez de la membrana,

debido a la incorporación directa del ALA en la bicapa lipídica y depleción del colesterol

de membrana. Bailey et al., (2015) reportaron que la disminución en la criotolerancia de

ovocitos y embriones se asoció con un mayor contenido de lípidos citoplasmáticos.

Estudios previos en vacas han demostrado que la modificación nutricional inducida de los

componentes foliculares, identificando el trans – 10, cis – 12 ácido linoleico conjugado
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(CLA) como un potente inhibidor de la síntesis de grasa en la leche en vacas lactantes y

su inclusión en el medio de cultivo mejora la supervivencia del embrión después de la

descongelación (Bailey et al., 2015). Pereira Batista et al., (2014) reportaron también

sensibilidad al congelado de embriones de Bos Indicus y sus cruces, debido a la

acumulación de lípidos neutros en el citoplasma. Además, informaron que el cultivo de

cigotos en CR2aa con 100 m/L de CLA no tuvo efecto sobre las tasas de clivaje,

producción embrionaria y en los niveles de genes m – RNA relacionados con el estrés

celular y apoptosis. Pero si un aumento significativo en la tasa de re – expansión

comparado con el control, más no en eclosión.  La suplementación con CLA disminuyó

el contenido de lípidos neutros al afectar la síntesis de triglicéridos mediante la reducción

de la expresión génica de 1 – acilglicerol, 3 – fosfato o – aciltransferasa (AGPAT).  Al

ácido linoleico, sobre todo a sus isómeros, en particular el CLA, se le atribuye disminuir

la deposición citoplasmática de lípidos, demostrando actividad antilopogénica (Evans et

al., 2002; Pereira et al, 2007 y 2008).  Pereira et al., (2008) reportaron que los CLA en

embriones bovinos in vitro, disminuyeron el diámetro de las gotas lipídicas mejorando la

crioresistencia.  Accorsi et al., (2016) estudiaron el efecto de la adición de AL a un medio

CIV semidefinido en concentración 100 M con adición de BSA, reportando una

reducción en la tasa de desarrollo embrionario con respecto al control (p < 0.05); pero

influyendo positivamente en el descenso del contenido lipídico intracelular, aumentando

consecuentemente la supervivencia embrionaria luego de 24 h post – congelación y no

afectando el número total de células por embrión.  El mejoramiento en la supervivencia

embrionaria se pudo fundamentar en que los ácidos grasos actuarón modificando la

composición de los lípidos de la membranas embrionarias, influyendo en su fluidez

(Accorsi et al., 2016).  El mecanismo por el cual el CLA afecta la acumulación de lípidos

en el embrión es por una reducción en la incorporación y/o ensamblaje de los triglicéridos

antes que por inhibición de la síntesis de novo (Pereira, et al., 2014), esto también podría

ser aplicativo para el AL.

En estudios en humanos se han empleado ácidos grasos C13, en horas posteriores al

cultivo, cuando el embrión se encuentra en 8 células; ya que embriones en estadio de 4

células poseen mayores concentraciones de ácidos grasos insaturados y han concluído que
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el Ácido Linoleico es más importante en los estadios finales de desenvolvimiento

(Haggarty et. al., 2006).  El Ácido Linoleico estimula la proteína Kinasa C, que es crítica

en el crecimiento y diferenciación celular (Haggarty et al., 2006, Accorsi et al., 2016).

Actualmente se estudia la influencia tanto del ácido linoleico como del linolénico en

el desarrollo embrionario.  Yang and Zheng (2012), estudiaron el efecto de la

suplementación con Ácido Linolénico en el desarrollo temprano de embriones in vitro en

búfalos, los presuntos cigotos fueron transferidos a medio CIV (TCM 199 + 10% SFB)

suplementado con 0, 10, 50, 100 y 200 M de ácido linolénico.  Los resultados mostraron

que las tasas de clivaje no difirieron significativamente entre grupos, aunque si hubo un

aumento numérico en las concentraciones de 50 y 100 M con respecto al control.  El

tratamiento 50 M resultó en un porcentaje significativamente más alto en la tasa de

desarrollo de blastocitos comparado con el grupo control y los otros tratamientos, siendo

esta concentración la mejor para el desarrollo embrionario en búfalos.  Este resultado fue

similar al encontrado en este trabajo, pero con ácido linoleico y en especie bovina.  Se ha

reportado que los ácidos grasos poli-insaturados son potentes inhibidores de la glucólisis

y lipogénesis de novo, a través de la regulación de la glucosa – 6 – fosfato deshidrogenasa

(G6PDH), L – Piruvato quinasa (PK – L), ácido graso sinetasa (FAS) y acetil – CoA

carboxilasa (ACC) (Dentin et al., 2005).

En el experimento 6, se observó que la adición de Fosfatidilcolina de soja al medio

CIV en Día 3 o Día 5, no afectó el desarrollo embrionario, el número de células por

embrión y la supervivencia a la congelación.  Pugh et al., (1998) evaluaron el efecto de

suplementar el medio de CIV con liposomas que contenían lecitina, esfingomielina y

colesterol.  La esfingomielina y el colesterol en razón 1:1, 1:4 y 4:1 fueron adicionados a

50, 100 y 150 microgramos/ml de lecitina, los blastocitos fueron congelados en 1.5 M de

etilenglicol.  Reportó que la presencia de liposomas en el medio de CIV no afectó el

clivaje, el desarrollo embrionario y la supervivencia de blastocitos después de la

congelación.  Sin embargo la presencia de lecitina sola en concentración de 200 g/ml

afectó negativamente la supervivencia del blastocito en el medio de congelación,
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probablemente por la alteración de la composición de la membrana embrionaria. En el

caso de este experimento se puede hipotetizar que los días propuestos no son los indicados

para la adición de Fosfatidilcolina de soja y las concentraciones empleadas no son

suficientes o adecuadas para sustituir algunos fosfolípidos de membrana y/o no entren a

la membrana embrionaria para alterar la concentración de los lípidos neutros y así formar

una película protectora alrededor de las células embrionarias, evitando así la formación

de hielo intracelular y proteger aún más que el control de daños mecánicos.  En este caso

ejerciendo función de estabilizador de membrana.

Guyader et al., (1999), evaluaron el efecto de la lecitina de soja en una solución de

glicerol para congelación lenta de embriones producidos in vitro.  La congelación se

realizó en dos etapas con glicerol al 5% y al 10% con 0.2 M de sacarosa, la lecitina se

añadió al 0.1% p/v, observando que no ejerció efecto alguno en la re-expansión pero sí

influyó significativamente en la eclosión a las 72 hs. En este caso la Lecitina de soja

ejerció función de crioprotector no penetrante, mientras que en este trabajo de tesis no

tuvo influencia alguna en la supervivencia post-congelación.

En el último experimento (Experimento 7) se evaluó la adición al medio de CIV en

Día 5 de 100 M de Cisteamina, 50 M de ácido linoleico y 100 M de Fosfatidilcolina

de Soja.  De acuerdo a los resultados obtenidos durante el desarrollo del experimento 4,

se puede afirmar que la adición de 100 M de Cisteamina en Día 5 del CIV, favoreció el

desarrollo embrionario y la eclosión a las 72 hs de los embriones descongelados.  Según

los resultados del Experimento 5, la suplementación del medio CIV en Día 5 con 50 M

de Ácido Linoleico aumentó el porcentaje de embriones re-expandidos a las 24 hs y

eclosionados a las 72 hs. Mientras que en el Experimento 6, la adición de Fosfatidilcolina

de Soja no afectó la calidad embrionaria con respecto al control, en lo referente al número

de blastómeras.  Aunque no hubo diferencia significativa, su adición en Día 5 y en

concentración de 100 M fue la que presentó un leve aumento en el número de células

por embrión y se plantea que hay una correlación entre la calidad y la viabilidad

embrionaria con el número de células (Ushijima et al., 2008), por este motivo se
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seleccionó esta concentración y este día, para evaluar su sinergia junto con la Cisteamina

y el Ácido Linoleico.

Se observó que la adición de estos tres aditivos, no influyó sobre el desarrollo

embrionario, el número de células por embrión y la supervivencia a la congelación;

probablemente porque los ácidos grasos insaturados empleados no tuvieron efecto sobre

la estabilización de la membrana embrionaria, al no incorporarse a ella durante el CIV y

no inducir cambios en su fluidez.  También se podría plantear que la adición de

Fosfatidilcolina no ejerció un efecto positivo junto con la Cisteamina y el ácido linoleico,

siendo probable que soló la combinación de Cisteamina y ácido linoleico en la

concentración y día propuesto, podría ser favorable para la supervivencia a la

congelación.  Esto basado también en los resultados de Pugh et al. (1998), quienes

reportaron que la adición de lecitina de soja a una preparación de liposomas no afectó el

desarrollo embrionario, pero si la supervivencia embrionaria, probablemente mediante la

alteración de la membrana plasmática.

Por lo anterior la hipótesis dos del presente trabajo no se cumplió, un medio de cultivo

secuencial suplementado con Cisteamina, Acido Linoleico y Fosfatidilcolina de Soja, no

aumentó la supervivencia de los embriones congelados producidos in vitro. Sería

interesante evaluar el comportamiento de la adición de Cisteamina y Acido linoleico en

el Día 5 de CIV, en las concentraciones propuestas.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Los resultados de esta tesis no confirman las hipótesis propuestas.  La adición de

100 M de Cisteamina y 100 ng/ml de EGF en el medio MIV, no aumentó la

supervivencia de embriones congelados producidos in vitro. La adición de 50 M de

Ácido Linoleico, 100 M de Cisteamina y 100 M de Fosfatidilcolina de Soja en el Día

5 de CIV, no aumentó la supervivencia de los embriones congelados producidos In Vitro.

Las conclusiones específicas de esta tesis son:

 La adición de 50 ng/ml y de 100 ng/ml de EGF al medio MIV, favoreció la

maduración nuclear de los ovocitos, pero no ejerció influencia sobre el desarrollo

embrionario y la supervivencia de embriones congelados.

 La adición de 100 M de Cisteamina al medio MIV favoreció la maduración

nuclear de los ovocitos y presentó una tendencia al aumento de embriones re –

expandidos descongelados.

 La adición de 100 M de Cisteamina y 100 ng/ml de EGF, influyó sobre el

desarrollo embrionario, ya que produjó un aumento en el porcentaje de clivaje y

en el porcentaje de embriones, pero no influyó en la supervivencia embrionaria

posterior a la descongelación.

 La adición de 50 o 100 M de Cisteamina en el Día 3 de CIV, afectó el desarrollo

embrionario, debido a que se presentó una disminución en el porcentaje de

embriones.

 La adición de 100 M de Cisteamina en el Día 5 de CIV favoreció la producción

de embriones (aumentó el porcentaje de embriones), y la eclosión a las 72 hs. de

embriones criopreservados mediante congelación lenta con EG.

 Suplementar con 50 M de Acido Linoleico en el Día 3 de CIV, favoreció el

clivaje y presentó una tendencia al aumento en el porcentaje de embriones,

mientras que con 100 M de Acido Linoleico se presentó una tendencia a
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aumentar la división celular y favoreció la producción de embriones. La adición

de 50 o 100 M en d Dia 3 o Día 5 de CIV favoreció la eclosión de embriones

descongelados.

 La suplementación de Fosfatidilcolina de Soja en el medio de CIV no ejerció

efecto sobre el desarrollo embrionario, supervivencia a la criopreservación

mediante congelación lenta con EG y el número de blastómeras.
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