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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes
medios de cultivo sobre la produccién in vitro (PIV), contenido
lipidico e indice de apoptosis de blastocistos bovinos mestizos,
utilizando como base el medio de fluido oviductal sintético
modificado (mSOFaaci) suplementado con alcohol-polivinilico
(PVA), albumina sérica bovina (BSA) y suero fetal bovino
(FCS). Para ello, se colectaron ovarios de hembras sacrificadas
en matadero, los complejos cumulus-ovocito (COCs) fueron
madurados, fecundados y luego los presuntos cigotos se
cultivaron in vitro en los diferentes medios: (1) mSOFaaci+PVA
(0,1mg/mL) desde el dia 1 (D1) al dia (D8), (2) mSOFaaci+BSA
(6mg/mL) desde el D1 al D8, (3) mSOFaaci+BSA + 5% FCS
desde el D6 al D8 y (4) mSOFaaci+BSA+ 1% FCS desde el D1
al D8. Los resultados no mostraron diferencias significativas
(P<0,05) entre las tasas de blastocistos de D8 producidas
por los tratamientos con PVA, BSA, BSA+ 5% FCS (16,56;
19 y 15,6%, respectivamente), pero si hubo diferencias entre
el tratamiento de PVA y BSA con el grupo de BSA + 1% FCS
(11,6%; P<0,05). Para el contenido lipidico, los tratamientos con
PVA y BSA presentaron menor cantidad de gotas lipidicas y en
su mayoria gotas pequefias, mientras que con BSA + 1y 5%
de FCS, la presencia de gotas grandes fue mayor, respecto a
los otros tratamientos (P<0,05). De igual manera, el indice de
apoptosis aumenta con la presencia de suero en el medio de
cultivo. En conclusion, el medio de cultivo con PVA es capaz de
soportar el desarrollo embriones bovinos mestizos. El medio libre
de suero que se empled para producir in vitro embriones bovinos
debe seguir perfeccionandose para cubrir los requerimientos y
demanda a gran escala.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effect of different
culture media on in vitro production (IVP), lipid content and rate
of apoptosis of crossbred bovine embryos, using the modified
synthetic oviduct fluid (mSOF) medium supplemented with
polyvinyl-alcohol (PVA), bovine serum albumin (BSA) and fetal
calf serum (FCS). For that, ovaries from slaughtered females
were collected, the cumulus-oocyte complexes (COCs) were
matured, fertilized and then the embryos were cultured in vitro
in the different systems: (1) mSOFaaci+PVA (0.1mg/mL from
day 1 (D1) to day (D8), (2) mSOFaaci+BSA (6mg/mL) from D1
to D8, (3) mSOFaaci+BSA + 5% FCS from D6 to D8 and (4)
mSOFaaci+BSA+ 1% FCS from D1 to D8. The results showed
no significant differences (P<0.05) among the rates of blastocysts
at D8 produced by treatments whit PVA, BSA, BSA+ 5% FCS
(16.5; 19 and 15.6%, respectively), but there were differences
between treatment whit PVA'y BSA + 1% FCS (11.6%). For the
lipidic content, treatments whit PVA and BSA have fewer lipidic
droplets and mostly small drops, while with BSA + 1 and 5%
FCS the presence of large drops was higher compared to the
other treatments (P<0.05). Similarly apoptotic index increased by
the presence of serum in the culture medium. In conclusion, the
culture system with PVA is capable of supporting the crossbred
embryos development. The serum-free medium used in this work
to produce in vitro bovine embryos should be further improved to
meet the requirements and demand at a large-scale.
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INTRODUCCION

La produccion de embriones bovinos (Bos taurus x indicus) se
practica en todo el mundo con fines comerciales y de investigacion
[34]. Una de las principales preocupaciones de los proveedores
de embriones bovinos es el impacto de los medios de PIV sobre
la calidad embrionaria [35]. Se considera que las condiciones del
cultivo para embriones son 6ptimas cuando proporciona una tasa
alta de embriones desarrollados hasta la etapa de blastocisto
con resultados repetibles, ademas de producir blastocistos de
alta calidad que tienen la capacidad de convertirse en terneros
normales [28]. Aunque los embriones bovinos pueden ser
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cultivados in vitro en un medio simple bajo condiciones definidas
[5], la suplementacién con FCS o BSA ha demostrado ejercer
un efecto beneficioso sobre su desarrollo hasta el estadio de
blastocisto [25].

Sin embargo, el suero es considerado un compuesto variable
e indefinido [15], lo cual genera variaciones en la composicion
de los medios utilizados e interfiere con la repetibilidad de los
resultados obtenidos [29]. La adicidon de FCS al medio de cultivo
puede ocasionar la acumulaciéon anormal de gotas lipidicas en el
citoplasma embrionario [3, 37], lo que hace a los embriones mas
sensibles al proceso de criopreservacion disminuyendo su calidad
[9], ademas, la adicion de FCS puede generar anormalidades del
metabolismo energético del embrién [3] y aumentar el indice de
apoptosis [42, 44].

Una via de reduccion de los lipidos embrionarios es la
utilizacion de medios de cultivo que no incluyen suero. Asi, su
sustitucion por BSA o PVA da lugar a la obtencion de embriones
con menor cantidad de inclusiones lipidicas y de menor tamafio
[18]. Reportes sobre la tasa de produccion de embriones
bovinos mestizos en diferentes medios de cultivo (FCS y BSA)
son escasos, por lo que se hace necesario la realizacion de
investigaciones en la que se analice la tasa de produccion de
blastocistos, contenido lipidico e indice de apoptosis, lo que
permitiria mejorar la calidad embrionaria y su criotolerancia.
Ambos aspectos son de importancia capital para rentabilizar
el costo que supone la aplicacion de estas tecnologias en las
explotaciones pecuarias a nivel nacional.

El FCS es necesario para obtener una mayor tasa de
blastocitos aunque éstos tienen una calidad comprometida. No
obstante, la reduccion de su concentracion o la eliminacion de su
uso durante las diferentes etapas de la PIV puede ser necesario
para obtener embriones de mayor calidad. [25]. Es por ello, que
es necesario continuar desarrollando y mejorando los medios
de cultivo para incrementar su simplicidad, eficiencia y calidad,
durante el cultivo de los embriones bovinos. El presente trabajo
tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes medios de
cultivo sobre la produccion, desarrollo, contenido lipidico e indice
de apoptosis de blastocistos bovinos mestizos producidos in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Produccién in vitro de embriones: los ovarios fueron
obtenidos después del sacrificio de hembras bovinas mestizas
en un matadero comercial y transportados al laboratorio en un
tiempo inferior a 90 min a ~35°C en soluciéon de NaCl al 0,9%
suplementada con 1000 Ul/mL penicilina G (G1397, Sigma)
y 50 mg/mL de sulfato de estreptomicina (S9137, Sigma) en
recipientes isotérmicos. Una vez en el laboratorio, los ovarios
fueron lavados tres veces con la misma solucién y a la misma
temperatura anteriormente descrita. Los COCs, se recuperaron
mediante la aspiracion de los foliculos, con ayuda de una aguja
de 18G incorporada a una jeringa de 10 mL, y fueron depositados
en un tubo coénico de 50 mL (Axigen®, California, EUA) con medio
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de lavado TCM-199 HEPES (11150-030, Gibco) y suplementado
con 22 mg/L de piruvato sodico (P4562, Sigma), 50 mg/L de
gentamicina (G1397, Sigma), 0,4 g/L de BSA (A6003, Sigma) y
10% de FCS (F4135, Sigma). Fueron seleccionados, aquellos
COCs con mayor tamafio, al menos tres capas completas de
células del cumulus compacto y citoplasma homogéneo. El
medio de maduracion empleado fue el TCM-199 (M7528, Sigma),
suplementado con 275 mg/mL de piruvato sédico (P4562, Sigma),
50 mg/mL de gentamicina, 146 mg/mL de L-glutamina (G-15120,
Sigma), 10ug/mL de Folltropin-V®, 1ug/mL de 17B-estradiol (E-
2758, Sigma) y 10% de FCS (F4135, SIGMA). Los COCs fueron
cultivados durante 22-23 h a 38,5°C en una atmosfera con 5%
CO, y en aire saturado de humedad.

Los espermatozoides fueron seleccionados mediante la
técnica de swim-up [31]. Una vez descongeladas las pajuelas
(37°C x 30 seg) en un bafio de Maria (Lab-Line, 18012, EUA),
fueron depositadas en tubos de polietileno con 5 mL de medio
Sperm-TALP y centrifugadas (Thermo Scientific, IEC CL10, EUA)
durante 5 minutes (min) a 1000 xg. Se descartd el sobrenadante
y el pellet de 400 pL fue depositado en el fondo de dos tubos
eppendorf con 1 mL de medio de capacitacion. Después de 1
hours (h) de incubacion, 800 pyL del sobrenadante de cada
eppendorf fue depositado en un tubo de polietileno con 5 mL
de medio TL-FIV, suplementado con suplementado con 10
pg/mL de heparina (H3149, Sigma), 20uM de penicilamina
(P4875, Sigma), 10uM de hipotaurina (H1384, Sigma) y 2uM de
epinefrina (E4250, Sigma). Los tubos se centrifugaron a 1000 xg
durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y al pellet de 100 pL
aproximadamente se le determiné la concentracion espermatica
con la camara Neubater. Los COCs madurados fueron lavados
tres veces en el medio Sperm-TALP y dos veces en medio TL-
FIV, y luego fueron trasladados en grupos de 20 a gotas de 100
mL de medio TL-FIV, y fecundados con una concentracion final
de 1 x 108 espermatozoides/mL. Los gametos fueron cultivados
durante 17 h, a 38,5°C en una atmdsfera con 5% de CO, y en aire
saturado de humedad.

La separacibn de las células del cumulus y los
espermatozoides adheridos a la superficie de los presuntos
cigotos se realiz6 mediante agitaciéon mecanica en medio TCM-
199, suplementado con HEPES a 25mM. El medio de cultivo
base fue mSOF suplementado con aminoacidos esenciales y
no esenciales (BME 50X, MEM 100X, Sigma), citrato (106448,
Merck), myo-inositol (17508,Sigma): mSOFaaci, descrito por
Holm y col. [20]. Los presuntos cigotos fueron cultivados en
microgotas de 100 pL de cuatro medios diferentes: (1) PVA:
mSOFaaci suplementados con 0,1 mg/mL de PVA (P8136,
Sigma), desde el D1 al D8 de cultivo; (2) BSA: mSOFaaci
suplementado con 6 mg/mL de BSA, desde el D1 al D8 de
cultivo; (3) BSA + 5% FCS: mSOFaaci + 6 mg/mL de BSA + 5%
de FCS, desde el D6 al D8; (4) BSA + 1% FCS: mSOFaaci + 6
mg/mL de BSA + 1% de FCS, desde el D1 al D8.

Las microgotas fueron cubiertas con aceite mineral (M3516,
Sigma) e incubados 38,5 °C, 5% de CO, y aire saturado de
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humedad durante 8 dias (d). El medio de cultivo se recambié el d
3 y 6 post-FIV, empleando para ello placas nuevas con gotas de
100 mL de medio mSOFaaci y suplemento de cada grupo.

Evaluacion de la division y desarrollo embrionario: la tasa
de embriones divididos se evalud el dia 3 6 72 h post-inseminacion
(hpi), tomandose en cuenta para ello el total de embriones de 2
0 mas células obtenidos en relacion al total de presuntos cigotos
puestos en cultivo. La tasa de morulas, blastocistos, blastocistos
totales y expandidos en cada medio de cultivo, fueron evaluados
los dias 6; 7 y 8, respectivamente. Todos los embriones fueron
observados bajo microscopio estereoscopico (Olympus, SZX12,
Japén) y los blastocistos se separaron del resto de los embriones.

Contenido lipidico: las gotas lipidicas se analizaron con la
metodologia propuesta por Abe y col. [1]. Los embriones fueron
fijados en 10% de formaldehido en PBS, pH 7,4, durante 2 h a
temperatura ambiente. Se lavaron en agua destilada con 0,05%
de PVA y luego fueron transferidos a gotas de etanol al 50%
durante dos min. Los embriones fueron tefiidos en gotas de 1%
de Sudan Black B (S-668, Fisher) (m/v) en etanol al 70% durante
1-2 min. Después se lavaron tres veces en etanol al 50% durante
5 min en cada lavado, y un lavado de 5 min en 0,05% de PVA
en agua destilada. Finalmente, fueron colocados en 10 uL de
glicerol sobre portaobjetos y se observaron bajo el microscopio
optico (600X; Olympus, CX31, Japdn). Para estimar la cantidad
de gotas lipidicas en el citoplasma de cada embridn, se empled
una rejilla con cinco cuadros de 1,600 uM? (40 x 40), disefiado
por el software Image J 1.41 [36]. Las gotas de lipidos fueron
clasificadas como pequefas, medianas y grandes (< 2 uM, 2-6
UMy >6 uM, respectivamente). El nimero de gotas contadas en
los cinco cuadros fueron contadas y clasificadas en cada embrién.
Los datos relativos a la acumulacion de lipidos se expresaron
como numero de gotas por 1,000 pMZ.

Tincién de apoptosis: los blastocistos fueron fijados y tefiidos
para determinar apoptosis mediante TUNEL, segun lo reportado
originalmente por Gavrieli y col. [16], usando el Kit de deteccion de
muerte celular in situ (DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System,
G3250, Promega). Los blastocistos fueron lavados tres veces en
gotas de 50uL de PBS con PVA a 0,1mg/mL durante dos min en
cada paso. Posteriormente, fueron fijados en paraformaldehido
(K31076805, Merk) al 4% en PBS a pH 7,4 durante 1 h a
temperatura ambiente. Luego fueron permeabilizados con
Triton X-100 (H5142, Promega) al 0,5% en PBS durante 40
min, manteniéndose por 2 6 3 sem. en placas nunc a 4°C en
PBS-BSA (10mg/mL) o usados directamente para la tincion. Los
blastocistos fueron lavados en PBS-PVA e incubados en gotas
de 25pL de la mezcla de reaccién de TUNEL, que contiene 12-
desoxiuridina trifosfato (dUTP) unido a fluoresceina y la enzima
transferasa desoxinucleotidil terminal (TdT) por 1 h a 37°C en
oscuridad. Las muestras fueron lavadas tres veces en PBS-PVA.
Blastomeras intactas fueron tefiidas con 4, 6 diamino-2 fenilindol
dihidroclorido (DAPI, D9542, Sigma) (1 ug/mL) en gotas de 25 uL
por 10 min en oscuridad. Después fueron lavados dos veces en
gotas de PBS-PVA. Después de la incubacion con H,0, (H0904,

Sigma) a 100 uM en gotas de 25 pL por 2 h, el control positivo
fue tenido con el Kit de TUNEL, mientras que el control negativo
fue incubado en la solucién de tincion en ausencia de la enzima
transferasa desoxinucleotidil terminal (TdT). La evaluacion del
total de células y las células TUNEL-positivas se realizé mediante
la evaluacion de cada uno de los blastocistos a través de un
microscopio de fluorescencia (BX40, Olympus, Japén) equipado
con un filtro de 450-490 nm de excitacién, una barrera de 520 nm
de emision, usando un objetivo de 40X. Las células apoptodticas
se observaron de color verde o rojas usando un filtro de 520 +
20 nm, mientras que los nucleos normales aparecen como un
color azul a 460 nm. El indice de apoptosis fue calculado como
la relacion entre el numero de nucleos TUNEL-positivas entre el
numero total de nucleos contados.

Analisis estadistico: los resultados obtenidos en la tasa de
divisiéon embrionaria y de blastocistos fueron expresados como
frecuencias y analizados mediante el test de x2. El contenido
lipidico y el numero de nucleos apoptoticos de blastémeras de
embriones fueron expresados en media * desviaciéon estandar
(DE) y analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA)
usando el modelo lineal general (GLM) del paquete estadistico
SAS® [39]. Las medias fueron comparadas usando el test de
Tukey. Las diferencias entre las frecuencias se consideraron
significativas para valores de P< 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 1962 presuntos cigotos fueron puestos en cultivo y
distribuidos al azar en los cuatro grupos experimentales. Catorce
replicaciones fueron realizadas en este trabajo. La mayor tasa
de embriones, de 2 0 mas células, lo mostraron el grupo de PVA
(69,0%) y BSA (64,8%), mostrando diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) con el grupo de BSA+1% FCS (53,8%).
A los 6 d de cultivo, fue valorado el porcentaje de mérulas, en
el que se observaron diferencias significativas (P<0,05) entre
los grupos de cultivo evaluados. Una vez realizado el contaje
de mérulas, en cada una de las experimentales, cerca del 50%
del total de embriones provenientes del grupo de BSA fueron
transferidos al azar a medio nuevo suplementado con 5% de
FCS (BSA+5% FCS) hasta el D8. En el D7 de cultivo, el menor
porcentaje de blastocistos y blastocistos expandidos lo mostro
el grupo de BSA+ 1% FCS (P<0,05). Los porcentajes més altos
de blastocistos en el D8, fueron para el grupo de BSAy PVA,
aunque solo mostraron diferencias significativas (P< 0,05) con
el grupo de BSA+ 1% FCS. En cuanto al nimero de blastocistos
expandidos del mismo dia, sélo se mostraron diferencias entre el
tratamiento suplementado con BSAmas suero al 1y 5% (TABLAI).

Cuarenta y cuatro blastocistos fueron tefiidos con Sudan Black
B (11 para cada tratamiento; FIG. 1). En la evaluacion del tamafio
de las gotas lipidicas se obtuvieron diferencias significativas
(P<0,05) para el nimero de gotas pequeias entre los grupos de
BSA + FCS y el resto de los tratamientos. Para el grupo de gotas
medianas el menor numero lo presento el sistema de cultivo con
PVA (0,1 mg/mL) y BSA + 1% FCS. El tratamiento con BSA +
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TABLA |
EVALUACION DEL DESARROLLO DE EMBRIONES BOVINOS PRODUCIDOS In vitro
EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO.

Division Moérulas . . Blastocistos Expandidos
mSOFaaci Dia 3 Dia 6 B'aStoczﬁ/t‘;s Dia 7 Dia 8 Dia 8
(%) (%) ° (%) (%)
PVA 436 342 124 104 22
N: 632 (69)° (54,1)° (19,6)° (16,5)° (3,5)20
BSA 534 311 97 81 19
N: 823 (64,8)° (37,8)° (22,8)° (19)2 (4,4)20
- 81 62 20
BSA+5% FCS ; (6.5 (1B o
BSA+1% FCS 273 147 64 59 12
N: 507 (53,8)° (29,0)° (12,6)° (11,6)° 2,3)°

(%)?*: Valores en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente (P<0,05).

PVA: alcohol-polivinilico, BSA: albumina sérica bovina, FCS: suero fetal bovino.
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FIGURA 1. BLASTOCISTOS DE D8 DE CULTIVO TENIDOS CON SUDAN BLACK B
(600X). EMBRIONES CULTIVADOS EN MEDIO MSOFAACI SUPLEMENTADO CON:
(A) PVA, (B) BSA, (C) BSA+5% FCS Y (D) BSA+1% FCS.

5% FCS, mostré el mayor niumero de gotas grandes (>6 pM)
(P<0,05), seguido de los embriones cultivados en presencia de
BSA (FIG. 2). El numero de nucleos totales, apoptéticos e indice
de apoptosis fueron detectados en un total de 43 blastocistos y
blastocistos expandidos de D8. La media de nucleos apoptéticos
de los blastocistos procedentes de los medios suplementados
con PVAresulté similar a los de BSA. El mayor nimero de nucleos
totales y apoptéticos aumenta con la presencia de suero. El

-
nEa
BB = ASA = BWFCE

pas - RIS

FIGURA 2. EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE
CULTIVO SOBRE EL NUMERO DE GOTAS LIPIDICAS
PEQUENAS (<2MM), MEDIANAS (2-6MM) Y GRANDES

(>6MM) EN BLASTOCISTOS BOVINOS PIV (MEDIA * DE).

176

mismo efecto aparece con el indice de apoptosis. Los resultados
se muestran en la TABLA Il.

Cada vez es mas frecuente la utilizacion de medios
quimicamente definidos para la PIV de embriones bovinos.
Quizas la mayor ventaja de la adopcion de estos medios es
que permite obtener resultados de mayor repetibilidad, ademas
de garantizar un mayor control de los agentes infecciosos en
los componentes de origen biolégico (BSA y suero) que son
empleados de manera rutinaria en los laboratorios de FIV [19].
Orsi y Lesse [30], evaluando el establecimiento de sistemas de
PIV con medios quimicamente definidos, demostraron que la
tasa mas alta de embriones divididos, fue de un 68,45% con 1
mg/mL de PVA en medio mSOFaa. Mas tarde, Pereira y col. [32],
obtuvieron un 69,7 % de division a las 48 hpi en medio mSOFaa +
3 mg/mL de PVA. Trabajos en los que se emplea la BSA, medios
de PIV medianamente definidos, se observa un 84 y 83% de
divisién embrionaria con medio SOF suplementado con 3 mg/mL
y 16 mg/mL de BSA, respectivamente [37]; y un 77% de divididos
para el mSOFaaci + 6 mg/mL de BSA [20]. Un resultado similar
al de este trabajo (64,8%), fue el reportado por Orsi y Lesse [30],
con 68,83% empleando un medio mSOFaa + 4% BSA.
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] TABLA 1l
DETECCION DE APOPTOSIS MEDIANTE TUNEL EN
BLASTOCISTOS BOVINOS PRODUCIDOS IN VITRO EN

DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO.

Nucleos Nucleos indice de
mSOFaaci Blastocistos n  apoptdticos, totales, apoptosis,
media + DE ~ media + DE % + DE
PVA 1 7,2+1,0° 83,4 +7,6° 8,0+1,9°
BSA 12 75+1,3° 99,5 +4,5° 75+1,2°
BSA+5% FCS 1 11,0£3,5° 112,7 +10,1° 9,2 + 2,420
BSA+1% FCS 9 13,0+ 4,52 116 £ 19,62 10,4 +2,9°

@bo): Valores en la misma columna con diferentes superindices
difieren significativamente (P<0,05). PVA: alcohol-polivinilico,
BSA: albumina sérica bovina, FCS: suero fetal bovino.

Los resultados de las tasas de blastocistos en este trabajo
coinciden con los reportados en trabajos anteriores, en donde el
cultivo de embriones bovinos en mSOFaaci + PVA (0,1 mg/mL) no
incremento las tasas de desarrollo aportadas por el mSOFaaci +
BSA (6 mg/mL), incluso en presencia de aminoacidos esenciales
y no esenciales, citrato y myo-inositol [10, 21, 24, 27]. En cuanto
al uso del FCS, existen evidencias que han demostrado que una
exposicion prolongada de suero en el medio de cultivo puede
alterar la morfologia y bioquimica de los embriones bovinos [1,
6, 7, 11], al compararlos con los cultivados sin suero [14, 40].
Los trabajos de Rizos y col. [37], Gomez y col. [18], Vandaele
y col. [48] y Pinyopummintr y Bavister [33] demostraron que, la
incorporacion del FCS después de 42; 47 y 72 hpi (24; 29 y 54
h de iniciado el CIV), respectivamente, o incluso en etapas mas
avanzadas proporciona los mejores resultados de produccion de
blastocistos. Estrategias metodoldgicas durante la etapa de CIV
pueden contrarrestar o evitar los efectos inhibitorios por parte
del FCS durante etapas iniciales e incluso reducir la aparicion de
gotas lipidicas en el estadio de blastocisto [42].

En este trabajo, el mayor numero de gotas lipidicas pequefas
fue aportada por los blastocistos del tratamiento con mSOFaaci +
BSA + 1% FCS, mientras que el mayor nimero de gotas grandes
aparecen en presencia de 5% FCS (P<0.05) (FIG. 1). Estos
resultados coinciden con lo obtenido por Sudano y col. [42, 44],
quienes reportaron, con el mismo método de valoracién utilizado
en este estudio, que el incremento de las concentraciones de
FCS en el medio de cultivo de embriones (5 y 10%) causo un
aumento del numero de gotas lipidicas medianas y grandes en
su citoplasma. Abe y col. [1] afirman que, la presencia de FCS
desde el inicio del cultivo, y no otro componente, es la causa de
las diferencias en el desarrollo observada en los embriones PIV,
con una aparicion de una gran cantidad de gotas pequefas.

Los mecanismos y la fuente de acumulacion de lipidos
citoplasmaticos en embriones bovinos cultivados con FCS
son bastante complejos [43] y aln no estan claros [1]. Se ha
demostrado que las células en cultivo pueden tomar facilmente

acidos grasos, fosfolipidos y triacilglicéridos de los medios
suplementados con suero [41]. Las lipoproteinas presentes en
el suero pueden ser internalizadas por las células embrionarias
incrementando el contenido de lipidos citoplasmaticos [38].
Sudano y col. [42], afirman que la adicion de etosulfato de
fenazina a los medios de cultivo reduce efectivamente los lipidos
intracitoplasmaticos en los embriones PIV. Del mismo modo,
la L-carnitina, otra sustancia quimica moduladora de lipidos,
mejora el desarrollo embrionario temprano mediante utilizacién
de lipidos, principalmente a través de la B-oxidacién [45].

Si bien, el contenido lipidico en los embriones PIV es
considerado como un indicador de calidad [17], otro indicador, es
el nimero de células que constituyen el embrién [20]. Este ultimo,
es un factor condicionante de su competencia y dicho nimero no
depende unicamente del medio utilizado durante el cultivo, sino
que esta condicionado también por el ambiente [4]. Los datos
sobre la poblacion celular de los embriones bovinos PIV son
abundantes, debido a la multitud de condiciones experimentales
existentes, y que tienen un efecto directo sobre este parametro.

Asi, en medios quimicamente definidos (PVA) la media del
numero de blastomeras es de 91 + 5 [22], 70 £ 23 [20], 74,8
4 [13]y 89 + 4 [30], similares a los reportados en este trabajo
(83,4 £ 7,6). Asada y col. [2] y Orsi y Lesse [30] reportan que, la
reduccion inducida por el PVA en las tasas de cavitacion y de
eclosion esta asociado con un numero reducido de células del
blastocisto. En cuanto a la suplementacion con BSA, el promedio
se ubica en 105,3 + 3,9 [30], 124,7 + 4,9 [29], 154 + 8,8 [46],
131,6 £ 4,1 [42] y 126,3 % 3,4 [49], mientras que la media para el
trabajo que aqui se presenta para el grupo de BSA fue de 99,5 +
4,5, valor por debajo de los publicados por autores anteriormente
mencionados.

Fouladi-Nashta y col. [12] y Sudano y col. [42], sefialan que los
medios de cultivo con suero aumenta el nimero de blastomeras
en los embriones PIV, existiendo una relacion entre la cantidad
de suero y el nimero de blastémeras. En el trabajo de Sudano
y col. [42, 44], a medida que aumenta la concentraciéon de
FCS, también lo hace el numero de blastémeras y el indice de
apoptosis. En este trabajo, la proporcién de células positivas a la
tincion de TUNEL para los blastocistos cultivados en presencia
de PVA fue de 8,0 £ 1,9% y en BSA de 7,5 £ 1,2%, sin mostrar
diferencias significativas (TABLA Il). Esta ultima, mas baja que
la reportada por Sudano y col. [42], Plourde y col. [34] y Wang y
col. [49] con 10,3 + 10,9%; 13,8 £ 1,2%; 17 + 8% y 9,3 £ 0,9%,
respectivamente, pero mas alta que la publicada por Trigal y col.
[46] con un 3,9 + 1,4 % de nucleos apoptoticos.

Se ha demostrado que la incidencia de apoptosis en los
embriones puede verse afectada de manera significativa
por la edad de la donadora de ovocitos, las condiciones de la
fecundacion y la composicion del medio de cultivo en el caso
de la PIV [8, 17, 20, 26]. Asi, al incluir el FCS al 1%, el indice
de apoptosis aumenté hasta un 10,4 + 2,9%, y con 5% (FCS),
el indice de apoptosis fue de 9,2 + 2,4%, sin mostrar diferencias
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significativas; estos datos son similares a los observados por
Zullo y col. [51] (8,1+0,1%), Van Soom y col. [47] (10,7+1%) y
Yuan y col. [50] (10+1%); pero inferiores al reportado por Sudano
y col. [42] (20,7£1,9%). Con el objetivo de disminuir la incidencia
de apoptosis, Wang y col. [49], propone el uso de polifenoles de
té verde (Camellia sinensis) a 15 pM durante el CIV; mientras
que Ghanem y col. [17], plantean la incorporacién de etosulfato
de fenazina y L-carnitina, dos agentes reductores del contenido
lipidico. Barcelo-Fimbres y Seidel [3] sefialan que, las mejoras en
la calidad del embrién se atribuyeron a la reduccion de contenido
de lipidos citoplasmaticos, lo que podria haber disminuido la
peroxidacion lipidica, reduciendo de este modo la produccion de
radicales libres dentro del embrion.

La definicion de un medio de cultivo adecuado se ha complicado
dada la multiplicidad de las condiciones de cultivo y el hecho de
que los mismos embriones tienen diferentes capacidades para
lograr completar su desarrollo en un medio de cultivo en particular.
No hay duda que los medios de cultivo embrionario afectan la
calidad embrionaria [1, 3, 23, 27], por lo que hasta el momento,
no hay suficiente informacion para concluir cual es el "mejor" de
los medios o sistemas de cultivo, aunque es evidente que hoy
en dia, la mayoria de los medios definidos o semidefinidos (en
un sistema estatico o secuencial) producen embriones de buena
calidad (contenido lipidico, niumero de células y criotolerancia).
Sin embargo, los embriones morfolégicamente normales, no
garantizan plenamente un mejor éxito durante el desarrollo
después de la transferencia embrionaria [23].

CONCLUSIONES

El medio de cultivo embrionario quimicamente definido
representado por el tratamiento con 0,1mg/mL de PVA es capaz
de soportar el desarrollo embrionario hasta la etapa de blastocisto,
de manera similar a los cultivos suplementados con BSAy FCS.
El medio de cultivo quimicamente definido (mSOFaaci + PVA)
es una alternativa para la PIV de embriones bovinos mestizos.
Los medios de cultivo suplementados con PVA y BSA mostraron
menor numero de gotas lipidicas y nucleos apoptéticos; ademas
de porcentajes de blastocistos comparables a los medios
suplementados con FCS.
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