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respectivamente. Media del modelo gjustada + estimacion del error estandar son presentados en los
gréficos Cy D para las mismas configuraciones de los graficos Ay B, respectivamente. Los resultados del
test de minima diferencia significativa de Fisher (LSD) estan representados con letras (Bonferroni
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RESUMVEN

El objetivo de esta tesis fue el de optimizar el uso de semen sexado en embriones bovinos
producidos in vitro (PIVE). Para ello se realizaron tres estudios con el fin de evaluar: diferentes
medios de fecundacion in vitro (FIV): M199-FERT, fluido oviductal sintético (SOF-FERT) y
Tirodes-albimina-lactatopiruvato (TALP) (Estudio 1); agentes hiperactivadores de la motilidad
espermédtica y tiempos de fecundacion (Estudio 2) y mini-coloides de densidad variable (Estudio
3). En el Estudio 1, conplejos ovocito-cumulus (COCs) fueron fecundados con semen sexado.
Se analiz6 el clivaje, polispermia, formacion de blastocitos, calidad embrionaria y capacidad de
eclosionar. Los resultados mostraron que el medio de fecundacion afecté la tasa de clivaje,
desarrollo embrionario, calidad y capacidad de eclosion. En el Estudio 2, factores
hiperactivadores de la matilidad: cafeina (GA), tedfilina (TH) y CA + TH fueron testados al igual
que la duracién de la fecundacién (8 hs versus 18 hs). Los factores hiperactivadores de la
motilidad afectaron las tasas de clivaje y desarrollo embrionario, mientras que el acortamiento de
la fecundacién no afectd la produccién embrionaria. Finalmente, en el Estudio 3 se analizaron
diferentes mini-coloides de densidad continuos y discontinuos. La tasa de recuperacion y
vigbilidad espermética y la calidad seminal se vio afectada por €l tipo de mini-coloides de
densidad. La mono-capa de densidad continua al 80% Y el medio SOF-FERT conmbinado con CA
+ TH resultaron ser la mejor conmbinacion para obtener la mayor tasa de recuperacion, viabilidad
y calidad espermética, tasa de clivaje, desarrallo embrionario, calidad embrionaria y capacidad
de eclosion.

ABSTRACT

The aim of this thesis was to optimize the use of sexed semen in bovine in vitro-derived embryos
(PIVE). For this purpose, three studies were carried out to evaluate: different fertilization media,
namely M199, synthetic oviductal fluid (SOF) and Tyrode's albuminHactate—pyruvate (TALP),
(Study 1); sperm matility hyperactivating factors and fertilization length (Study 2) and mini-colloids
density layers (Study 3). In Study 1, oocyte-cumulus conplexes (COCs) were fertilized with
sexed semen. Cleavage, polyspermy, blastocyst formation, embryo quality and hatching ability
were analyzed. The results showed that the fertilization medium affected cleavage rate, embryo
development, embryo quality and hatching. In Study 2, matility hyperactivating factors: caffeine
(CA), theophylline (TH) and CA + TH were tested along with cocyte—sperm coincubation time (8 h
versus 18 h). The motility hyperactivating factors affected cleavage and embryo development
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rates, whereas shortening the fertilization length did not affect embryo production performance.
Finally, different continuous and discontinuous density mini-colloids were analyzed in Study 3.
Sperm recovery, viability and semen quality were affected by the type of mini-colloid density. The
mini single-continuous 80% density layer and SOF-FERT medium combined with CA + TH
resulted as the best combination to obtain the highest sperm recovery rate, viability and sperm

quality, cleavage, enmbryo development, ermbryo quality and hatching rates.
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1. INTRODUCCION

1.1. Produccion in vitro de embriones
1.1.1. Generalidades: Utilizacion y eficiencia de la PIVE

La poblacion mundial hoy esta estimada en 7000 millones y segin los Ultimos estudios
realizados por el United States Census Bureau, la misma creceria a razén de 1000 millones de
habitantes cada 11 anos. Esta situacion demogréfica pone de manifiesto la necesidad global por
producir alimentos en cantidad y calidad. A esto se le suma la condicion de producirios de
manera sustentable y en armonia con el medio ambiente. En este sentido, la ganaderia podria
realizar un importante aporte pero para ello debe contar con herramientas eficientes, que
maximicen la productividad, el potencial bioldgico y genético de los animales a un ritmo mucho
mas rapido que lo alcanzado por la reproduccion convencional/natural (Cunningham, 1999,
Smidt y Niemann, 1999, Bulfield, 2000, Andrabi y Maxwell, 2007).

Ante este contexto, las asociaciones de criadores y productores ganaderos recurrieron a las
herramientas disponibles para identificar a los mejores reproductores mediante programas de
seleccion y mejora genética. Una vez identificados los animales “superiores” se requiere el inicio
del proceso de multiplicacion de esos individuos mediante técnicas reproductivas. Desde el
punto de vista histérico, gracias a los conocimientos adquiridos principalmente en el area de
control de la dinamica folicular, dominancia folicular y efectos de la hormona foliculo estimulante
(FSH) a nivel ovérico, se inician las primeras pruebas de superestimulacion folicular y colecta de
embriones. El primer termero producto de la transferencia o trasplante de un enbrién (TE) fue en
1951 (Willett y col., 1951). La tecnologia alcanzd su apogeo en los anos 70 cuando la industria
ganadera comenzo a importar genética en forma de embriones de razas britanicas en lugar de
ganado en pie. Las principales ventajas que observaron los usuarios de la época era la
disminucién del costo al evitarse largas cuarentenas y mayores seguridades sanitarias. El
desarrollo de una técnica practica de colecta y transferencia de embriones no quirlrgica apta
para ser utilizada en condiciones de campo fue el motivo principal de su adopcidn por parte de
los ganaderos y profesionales (Elsden y col., 1976, Rowe y col., 1976, Greve y col., 1977, Baker
y Jillella, 1978, Brand y col., 1978, Sreenan, 1978, Tenit y col., 1980). La posibilidad de
meximizar la capacidad reproductiva tanto del macho como de la henmbra desperté un gran
interés ya que, sumado a la posibilidad de congelar los embriones resultantes de la colecta
(Maurer, 1978, Polge y Willadsen, 1978, Leibo, 1984), permitié un rapido avance y progreso en
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los nicleos genéticos de cabarias y establecimientos ganaderos. En la especie bovina, la
estimulacion supernumeraria de los foliculos ovaricos por medio de FSH permitiria obtener entre
4 a 7 embriones trasferibles por donante colectada (B6 y Mapletoft, 2014, Hasler, 2014). Cabe
destacar que el nimero de embriones transferibles por donante superovulada y colectada no se
ha modificado de manera significativa en los Ultimos anos. La tasa de ovocitos no fertilizados y la
variabilidad de la respuesta superovulatoria serian los factores que mas afectan a la eficiencia
global del MOET (Hasler, 2003, Mapletoft y Hasler, 2005, B6 y Mapletoft, 2014). La cantidad de
colectas y embriones transferibles derivados de MOET (o in vivo) pareceria haberse estabilizado
en los Ultimos afios mientras que la produccion de embriones in vitro mantiene una tasa de
crecimiento promedio anual del 13% (Figura 1).
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Figura 1: Evolucion de los embriones bovinos producidos in vitro e in vivo registrados por la Intemational
Embryo Transfer Society a nivel mundial (IETS, http:/Amwwv.iets.org/comm data.asp)

De manera casi contermporanea a los trabajos en MOET se comenzo a estudiar los mecanismos,
fisiologia y comportamiento de las gametas in vitro. Asi se iniciaron los primeros estudios
produciendo embriones de ovocitos madurados y fecundados in vitro (Sreenan, 1970, Tervit y
col., 1972a, Brackett, 1973, Iritani y Niwa, 1977, Kanagawa, 1979), a los cuales le siguieron
publicaciones mostrando prefieces y nacimientos (Newcomb y col., 1978, Brackett y col., 1982,
Lu y col., 1987, Xu y col., 1987, Goto y col., 1988, Fukuda y col., 1990). Estos logros
promovieron el uso de PIVE utilizando ovarios colectados en el matadero o de vacas
ovariectomizadas (ver Figura 2). De esta forma es factible extraer una gran cantidad de ovocitos
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provenientes de hermmbras que han cumplido su ciclo productivo y generar embriones a bajo
costo. Esta modalidad tuvo un auge importante con la llegada al mercado del semen sexado y la
posibilidad de transferir embriones sexados en gran escala en los establecimentos lecheros
comerciales (Gordon, 2003d, Hansen y Block, 2004, Hansen, 2006, Wilson y col., 2006, Xu y
col., 2006, Xu'y col., 2009).
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Figura 2: Esquerma de produccién in vitro de embriones (PIVE) bovinos (Palma, 2008)

Si bien esta modalidad sigue vigente, la recuperacion de ovocitos de hembras vivas, copiando €l
sistema de recoleccion de ovocitos humanos en los centros de fertilidad asistida, otorgo a la
técnica PIVE ventgjas adicionales. Hacia fines de los "80 aparecen los primeros reportes de la
técnica de aspiracion folicular guiada por ultrasonografia (Callesen y col., 1987, Pieterse y cal.,
1988) y en poco tiempo comienza a extenderse su uso en centros gengticos. Este desarrollo de
la técnica OPU vino de la mano de avances y progresos en el entendimiento de los procesos
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basicos de las etapas de PIVE (Brackett, 1985, First y Parrish, 1987, Sirard y col., 1988,
Leibfried-Rutledge y col., 1989, Gordon y Lu, 1990). La OPU comienza a mejorar su tasa de
recuperacion como consecuencia de la mejora en los equipos de ultrasonido y a un mayor
entendimiento de los efectos de la presion de aspiracion, el tamano, didmetro de la aguja y
circuito de colecta, entre otros, sobre la competencia del ovocito y el posterior impacto en el
desarrallario embrionario (Kruip y col., 1991, Pieterse y cal., 1991, Bols y col., 1996). En EE.UU.
recién comienza a conocerse la técnica a nivel comercial hacia fines de los "90. Para ese
entonces era utilizada principalmente para producir embriones de hembras “problemas” que por
algin motivo no generaban enbriones viables por la técnica de superestimulacion, colectay TE
convencional (Galli y col., 2001). Por esta razon el desarrollo comercial de esta tecnologia fue
muy lento y recién tuvo su auge con la aparicion del semen sexado (Johnson, 1995, Welch y
Johnson, 1999).

COtra forma de ver o andlizar la eficiencia de la técnica PIVE es a través de la capacidad de
meximizar €l uso de los ovocitos en cada ciclo estral o vida productiva de la donante. Los
ovocitos de todas las hembras de mamiferos se forman durante el desarrolio fetal. Estos se
encuentran alojados en €l interior de los foliculos primordiales (de cientos a miles) y abasteceran
las necesidades de toda la vida reproductiva del animal (Adams y Singh, 2014, Albertini, 2015).
El nimero aproximado de foliculos primordiales en la especie bovina es de >200.000 por ovario
al nacimiento (Erickson, 1966b, Erickson, 1966a, Gordon, 20033, Silva-Santos y col., 2011). Los
foliculos primordiales representan la unidad fundamental de desarrollo del ovario de los
mamiferos. A lo largo del ciclo estral ocurren etapas sucesivas de crecimiento y regresion de
foliculos antrales que conducen al desarrollo de los foliculos preovulatorios, constituyendo lo que
denominamos dinamica folicular (Ginther y col., 1989, Lucy y col., 1992, Adams y col., 2008). A
partir del nacimiento, de la reserva de los foliculos primordiales se deriva el desarrollo o
reclutamiento secuencial de grupos de foliculos. El proceso de desarrollo de los foliculos es de
forma ininterrumpida y su duracion es de aproximadamente 60 dias. B foliculo primordial es no
gonadotropo-dependiente, y a medida que avanza en su crecimiento, se activan cambios
estructurales y funcionales que lo convierte en foliculo primario, foliculo secundario o pre-antral,
foliculo terciario, cavitario o antral y finalmente foliculo preowvulatorio o de Graff (ver Figura 3)
(Ginther y col., 1997, Aerts y Bols, 2010b, Aerts y Bals, 2010a).
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Figura 3: Representacién sinplificada de la foliculogénesis y crecimiento del ovocito en mamiferos
(Collado-Fernandez y coal., 2012)

Las etapas de foliculo primordial, primario y secundario, el crecimiento es no dependiente de las
gonadotrofinas hipdfisiarias (FSH y LH), mientras que a partir de la formaciéon de la cavidad
antral el foliculo comienza a ser sensible a las gonadotrofinas para luego transformarse en
dependiente (Orisaka y col., 2009). E proceso de desarrallo folicular se conpone de tres fases o
etapas: reclutamiento, seleccion y dominancia. Durante la fase de reclutamiento, una cohorte de
foliculos comienza a crecer por la influencia de las gonadotrofinas, especialmente la FSH. El
diametro de los foliculos es de 4-5 mmy la cantidad de foliculos involucrados por ovario es de 5-
6. A ocontinuacion, se produce la seleccion donde el foliculo mas desarrollado bloquea el
crecimiento de sus pares contemporaneos. Durante esta etapa el foliculo dominante contintia
creciendo, mientras que los restantes foliculos sufren un proceso de atresia fisiolégica. H foliculo
dominante de la Ultima onda folicular se transformara en el foliculo owvulatorio (Fortune y cal.,
1991, Webb y col., 1992, Adams, 1999, Driancourt, 2001, Fortune y col., 2001, Lucy, 2007a).

La eficiencia de multiplicar hembras preseleccionadas por mérito genético y/o cualidad
productiva es muy baja si consideramos la extensa reserva de foliculos primordiales en los
ovarios de las hembras. Bajo un programa de multiplicacién por servicio natural o inseminacion
artificial, la utilizacion del potencia genético de ese animal es extremadamente bajo. Si en
cambio se utilizan técnicas reproductivas mas avanzadas que incrementen la tasa de ovulacién o
reclutamiento de foliculos y si ademas, el procedimiento puede realizarse de manera repetida, la
eficiencia se incrementa significativamente.

Si comparamos €l desemperio productivo final entre la produccién in vivo de embriones a través
de la superovulacion y colecta de ermbriones convencional y la produccion in vitro de embriones
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(PIVE), la cantidad de gestaciones totales y hemmbra por afo seria superior cuando se utiliza
OPU-PIVE (Pieterse y col., 1988, Kruip y col., 1991, Pieterse y cal., 1991, Kruip y col., 1994). La
posibilidad de producir un gran ndmero de terneros con rasgos de produccion conocida y acortar
asi el intervalo generacional en programas de cria fue avanzando y progresando principalmente
de la mano de la seleccién gendmica (SG). La SG aumenté aln més la presion de seleccidn y la
necesidad de multiplicar a una mayor velocidad a los animales con alto valor del indice de
rendimiento total gendmico (GTPI) (Goddard y Hayes, 2007, Hayes y col., 2009, Ponsart y cal.,
2013, Kasinathan y col., 2015). Esto trajo aparejado la necesidad de aspirar y producir
embriones de terneras prepuberes para sacar provecho del resultado gendmico logrado (Duby y
col., 1996, Khatir y col., 1998b). Nuevamente la OPU-PIVE result6 ser la mejor alternativa para
animales jévenes en comparacion con la TE clasica (Kasinathan y cal., 2015).

Las proyecciones de la capacidad de produccion por parte de PIVE en comparacion con MOET
marcan una diferencia de 3-4 veces a favor de PIVE. Si bien la productividad y plasticidad de
PIVE no estaria mayormente objetada, la técnica presenta ciertos desafios. Entre €ellos, la baja
congelabilidad de los embriones representa el mayor obstaculo de la técnica para lograr una
mayor penetracion en el mercado comercial tanto a nivel doméstico como en la comercializacidn
de germoplasma a nivel internacional.

1.1.2. Obtencidon de los ovocitos

La recuperacion de los ovocitos se puede realizar por aislamiento de los foliculos, diseccion,
aspiracion por vacio (mediante jeringa o bormba), corte de los foliculos (“slicing”) o por lavado del
oviducto (Gordon, 2003g, Wang y col., 2007). La eleccién de la técnica dependera del objetivo
que se persigue; es decir, Si se requiere recuperar ovocitos pre o post-ovulacion, de herrbras
faenadas o ganado en pie, colecta Unica de ovocitos 0 de manera repetida.

1.1.2.1. Colecta de ovocitos de ovarios de matadero

Los métodos para colectar ovocitos bovinos de foliculos antrales de ovarios provenientes del
matadero son la aspiracion manual mediante jeringa y aguja hipodérmica y la aspiracién con
bomba de vacio (Fry y col., 1997). La técnica de slicing se utiliza en muchas ocasiones de
manera complementaria a la aspiracién manual con jeringa o por bormba de vacio con el objetivo
de maximizar la eficiencia de recuperacion sobre todo cuando los ovarios son escasos o
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limitados, o cuando se trata de hermbras valiosas (Takagi y col., 1992, Mantovani y col., 1999).
Ctros autores sefialan que la combinacién entre aspiracion manual con jeringa y slicing no
tendria beneficios adicionales aumentando proporcionalmente la recuperacion de COCs (ver
Figura 4) (Gordon, 20039, Zarcula y col., 2012). En otros escenarios La eficiencia de
recuperacion del corte de los foliculos o slicing seria del doble en comparacion con la aspiracion
manual con jeringa o borrba de vacio (ver Tabla 1) (Vajta y col., 1996, Mantovani y col., 1999,
Wang y cal., 2007). Sin embargo, el rendimiento de la técnica dependeria en gran medida de la
destreza del operador, requiere de un tiempo operativo mas prolongado y aumentaria el riesgo
de una posible contaminacion (Gordon, 2003g). El mayor ndmero de ovocitos recuperados por el
corte de los foliculos se debe presumiblemente al hecho de que la técnica permite recuperar no
solo los foliculos visibles en la superficie del ovario si no también los alojados en la region
cortical del ovario. Al combinar los foliculos superficiales con los corticales se pueden lograr
tasas de recuperacion superiores a las otras metodologias de colecta de ovocitos (Arlotto y cal.,
1996). La aspiracion de foliculos de ovarios provenientes de matadero no ha sido tan estudiada
como la aspiracion folicular guiada por ecografia. En términos generales se ha privilegiado a la
eleccién de una metodologia rapida y eficiente para la aspiracién de los ovarios y que minimice
riesgos de contaminacion y seguridad para el operador. La aspiracién manual mediante jeringa
(510 ml) y bomba de vacio calibrada para lograr un flujo de 12-15 ml/min han tenido gran
aceptacion entre los laboratorios de investigacion y comerciales de PIVE (Fry y col., 1997,
Besenfelder y col., 2000, Gordon, 2003g, Ulloa y col., 2015). En la especie bovina, usualmente
se aspiran foliculos entre 2 hasta 8 mm de didmetro utilizando agujas hipodérmicas descartables
de 18 a 22 G conectadas a jeringas de 5 a 20 ml o bombas de vacio. Al igual que la aspiracién
guiada por ultrasonografia (OPU), el tamario de la aguija, el diametro y longitud del circuito y la
presion de aspiracion ejercen una gran influencia en la tasa de recuperacion, calidad del ovocito
y consecuencias posteriores durante el desarrollo in vitro (Carolan y col., 1994, Hashimoto y cal.,
1999, Besenfelder y col., 2000, Amy cal., 2008).
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Figura 4: Eficiencia en la recuperacion de COCs mediante aspiracion manual con jeringa, slicing y la
combinacién de ambas (Zarculay col., 2012)

Tabla 1: Efecto de la aspiracion folicular sobre la tasa de recuperacion y calidad de los ovocitos
de ovarios Holando provenientes del matadero (Wang y col., 2007)

Total de Calidad de ovocitos/ovario
VEétodo de aspiracion _ _
ovocitos/ovario A B C D
Corte de foliculos (“slicing”) 9,6¢+0,4 4,22+0,2 | 2003 | 1,8£0,3 | 1,6+0,1
Puncidn sumergida 9,72£0,4 4,62+0,1 | 1,7£02 | 2,1£0,1 | 1,2+0,2
Aspiracién manual con jeringa 5,8+0,3 1,204£0,2 | 24+0,1 | 1,0£0,1 | 1,1£0,2
Aspiracién con bonba de vacio 5,6r£0,2 1,4+0,2 | 21£0,1 | 1,5+0,3 | 0,520, 1

Valores con letras diferentes en la misma columna difieren (p<0,05)

La presion de vacio aplicada durante el proceso de aspiracion de los foliculos ovaricos estaria en
estrecha relacién con el porcentaje de los ovocitos recuperados y su calidad (Kruip y col., 1994,
Bols y cal., 1995, Ward y col., 2000b). Giertos autores sefialan que generalmente se obtienen
mas ovocitos cuando la presién de vacio supera los 130 mmHg (Yuzpe y col., 1989, Pieterse y
col., 1991, Bals y col., 1995, Bols y col., 1996), mientras que otros registran una disminucion
lineal en el porcentaje de los ovocitos obtenidos por encima de 30 mmHg (Ward y col., 2000b).
Esto puede deberse al colapso del foliculo alrededor de la aguja por la alta presién, evitando asi
el flujo o salida del liquido folicular y/o produciendo la retencién del ovocito dentro del foliculo.
Durante la aspiracion folicular, los ovocitos pueden sufrir darios por la presion de vacio, diametro
de la aguja, la longitud y didmetro de la conexion entre la aguja y el tubo, la posible turbulencia
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generada, entre otros (Home y col., 1996, Hashimoto y col., 1998b, Gordon, 2003g, Bols, 2005,
Rose, 2014). Una presion de aspiracion por encima de 100 mmHg disminuiria la cantidad y
calidad de ovocitos debido al dano mecanico provocado por la remocion de las células del
cumulus y en consecuencia, un aumento de los ovocitos parcial o completamente desnudos
(Kruip y col., 1994). La presion de vacio exacta en la punta de la aguja depende de la
construccion del dispositivo de aspiracion, la longitud y el diametro del sistema de tuberia, y el
diametro de la aguja (Fry y col., 1997, Besenfelder y col., 2000, Carter y col., 2002, Wang y cal.,
2007). Cabe aclarar que las condiciones Optimas para la recuperacion de los ovocitos de ovarios
de matadero no son necesariamente las mismas o aplicables para animales vivos y vice versa.
Ciertos estudios comparativos sobre los efectos de la presion de aspiracion y el diametro de la
aguja en relacion a la eficiencia de recuperacion de ovocitos de ovarios matadero resulté que
para los ovarios de matadero, la tasa mas alta de recuperacién de ovocitos fue utilizando agujas
18 Gy 40 mmHg de presion negativa de vacio (Hashimoto y cal., 1998b, Hashinoto y col., 1999)
mientras que para animales vivos se requeriria de agujas mas grandes (17 G) y presién de vacio
superiores (>55 mmHg) (Bols y coal., 1996, Bols y col., 1997, Fry y col., 1997, Bols, 2005). Estos
elementos deben ser tenidos en consideracion ya que mantendrian una relacion directa con la
tasa de recuperacion, calidad de los ovocitos obtenidos, competencia de desarrallo y produccion
de blastocistos (ver Tabla 2) (Vos y col., 1999, Ward y col., 2000b, Wang y cal., 2007).

Tabla 2: Efecto de la aspiracion folicular sobre la tasa de clivaje y desarrallo enbrionario de
ovocitos recuperados de ovarios Holando de matadero (Wang y col., 2007)

] o % Clivaje % Blastocistos
Método de aspiracion
A B A B
Corte de faliculos (“slicing”) 77,834 70,1£3,1 27,8+4,6 21,6£24
Puncién sumergida 74.2+31 71,8128 25,115 23,8122

Aspiracion manual con jeringa 81,1£33 75,1+4,1 284126 23,331

Aspiracion con bomba de vacio 79,3+4,3 74,614,5 28,3121 19,7+1,8

Ctras comparaciones respecto a la aspiracion manual con jeringa y corte de foliculos (“slicing”)
mostraron que el slicing tomd tres veces mas de tiempo por ovario en relacion a la aspiracion
manual, pero su rendimiento fue tres veces superior (ver Tabla 3 y Tabla 4) (Carolan y cal.,
1994). En términos de la eficiencia del trabajo de recuperacion de ovocitos, €l slicing provee la
misma cantidad de ovocitos por unidad de tiempo que la aspiracion manual, pero con muchos
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menos ovarios (Carolan y col., 1994). Ctros informaron que el nimero de ovocitos recuperados y
el nimero de blastocistos obtenidos fue aproximaedamente el doble en slicing en conmparacion
con la aspiracion (Vajta y col., 1996, Mantovani y col., 1999). Los métodos de extraccion de
ovocitos de los ovarios bovinos (diseccidn, aspiracion y slicing) pueden verse afectados por
destreza del operador. Si bien la habilidad del operador no tuvo efecto significativo en la calidad
de los ovocitos recuperados, los aspiradores calificados recuperaron mas ovocitos en un lapso
de 10 minutos en comparacion con los principiantes (5,0 vs. 3,5), respectivamente (Mantovani y
cal., 1999). Otro factor a tener en cuenta es la condicion fisiolégica de la donante (prefiada o
vacia) y su condicion corporal. Una mayor cantidad de COCs y de mejor calidad se colectarian
de hembras con buena condicidn corporal y prefadas (Fazio y col., 1999).

Tabla 3: Numero y calidad ovocitos por ovario obtenidos por aspiracién manual con jeringa o por
corte de foliculos “slicing” (Carolan y col., 1994)

Calidad de ovocitos/ovario
Método de aspiracion Total
A B C D E F

Aspiracion manual con jeringa | 4.32 2.5 1.72 | 3.1a 142 | 0.7 | 13

Corte de foliculos (‘slicng) | 17.15| 3145 | 75 | 516 | 98 | 1.7 | 442>

Valores con letras diferentes en la misma columna difieren (p<0,05)

Tabla 4: Productividad entre ovocitos obtenidos por aspiracion manual con jeringa o por corte de
foliculos “slicing” (Carolan y col., 1994)

Método de aspiracion % Clivaje | % Blastocistos | Embriones/Ovario

Aspiracién manual conjeringa | 823 23,2 0,96

Corte de faliculos (“slicing”) 84,7 27,6 3

Valores con letras diferentes en la misma colunna difieren (p<0,05)

Ademas de la técnica de recuperacion de ovocitos de ovarios de matadero propiamente dicha,
existen otras variables que pueden afectar la eficiencia del proceso. Algunos de estos factores ya
fueron mencionados como por ejemplo el tiempo total invertido entre el inicio de la colecta y la
carga final de los COCs lavados en la placa de maduracidn. El método slicing podria tener un
rendimiento superior en comparacién con la aspiracion manual por jeringa o bomba de vacio,
pero el tiempo de procesamiento podria verse aumentado al requerir un tiempo de blsqueda
extendido para identificar los COCs en la placa y de lavado producto del exceso de material
adherido y minimizar el riego de contaminacidén. Otros factores involucrados en la eficiencia
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global de la recuperacion de los ovocitos provenientes del matadero, es la cuestion del intervalo
de tiempo entre la faena de los animales y la extraccion del ovocito del foliculo y la temperatura
de transporte (Gordon, 2003g). En general, los ovarios se procesan dentro de las 2 horas
posteriores de producida la faena. La temperatura de transporte rondaria los 30°C. La
competencia de desarrollo de ovocitos aspirados de ovarios almacenados durante intervalos de
tiempo extendidos (>24 h) y temperaturas inferiores a los 20°C y superiores a 41°C, se veria
seriamente afectada (Gordon, 2003g). En rigor, existen pocos reportes sobre el efecto del
intervalo faena-maduracion en la calidad de los ovocitos bovinos recuperados y su potencial de
desarrollo, expresion génica y capacidad de implantacion. El almacenamiento de los ovarios a
37-3%° C durante 58 h disminuiria la tasa de maduracion de los ovocitos colectados y su
capacidad de convertirse en blastocitos después de la fertilizacion in vitro (Yang y col., 1990,
Nakao y Nakatsuji, 1992, Abe y Shioya, 1996). Una temperatura de almacenamiento en tormo a
los 10°C durante un tiempo no superior a las 24 h no afectaria la tasa de maduracién o el
potencial de desarrollo de los ovocitos en comparacion a temperaturas superiores (20°C) y bajas
(0°C) y durante tiempos prolongados (48 y 72 h) (Matsushita y col., 2004). Otros estudios
mostraron que el amacenamento de los ovarios a 37°C durante 8 h disminuyd
significativamente tanto el clivaje conmo la tasa de desarrollo embrionario (Yang y col., 1990). Sin
embargo, el aimacenamiento de los ovarios a 25°C durante un maximo de 11 h no afectaria las
tasas de clivaje y desarrollo embrionario (Yang y col., 1990). Otras publicaciones sefialan que el
almacenamiento de ovarios a 15-21°C durante 24 h no afectaria la tasa de maduracion, tasa de
clivaje, y la tasa de desarrdllo a blastocisto (Schernthaner y col., 1997). A bajas temperaturas
(rango 4-10°C), el efecto del almacenamiento parece ser similar al que sucede a altas
temperaturas influyendo negativamente en las tasas de clivaje y formacion de blastocistos ya a
partir de 4 h de conservacion (Yang y col., 1990, Nakao y Nakatsuji, 1992, Abe y Shioya, 1993,
Abe y Shioya, 1996).

Las posibles causas y efectos del desermperio in vitro de los ovocitos colectados de ovarios de
matadero almacenados por un periodo de tiempo prolongado estarian relacionadas a la
detencidn del flujo e irrigacidn de sangre a los ovarios, y los ovocitos experimentan una condicion
isquémica. Numerosos estudios han demostrado que ésta condicion isguémica puede dar lugar a
diversos cambios adversos en los foliculos, incluyendo la falta de oxigeno, la acumulacién de
desechos producto del metabolismo, disminucion de la concentracion de glucosa y aumento del
indice de apoptosis en células de la granulosa (Hyttel y col., 1997, Gordon, 2003f, Gordon,
2003g, Sirard y col., 2006, Wang y col., 2011, Albertini, 2015). Para aliviar o minimizar éstos
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efectos adversos, el tiempo de almacenamiento de ovario debe ser tan corto como sea posible
(Wang y cal., 2011). Sin embargo, esto no siermpre es facil de controlar debido a una serie de
factores. El frigorifico agjusta el inicio y fin de cada faena de acuerdo a sexo, ndmero y peso de
los animales, necesidad de mantener animales juntos por cliente u origen, capacidad de
enfriamiento en las camaras, momento en que llegan los animales, distribucion de la carme
envasada, etc. El otro factor es la distancia entre el matadero y el laboratorio. La disminucién de
la temperatura de almacenamiento de ovario es otra estrategia utilizada para aliviar los efectos
adversos causados por condiciones isquémicas durante el transporte ovario (Wang y col., 2011).
Ovocitos expuestos a bajas temperaturas durante el transporte ovarico acusaron también
algunos efectos adversos como el endurecimiento de la zona pellicida, alteracién de los
microtdbulos y el citoesqueleto, y membranas citoplasméticas dariadas (Arav y col., 1993,
Schmidt y col., 1993, Aman y Parks, 1994, Zeron y col., 1999, Ghetler y col., 2005, Ambrosini y
col., 2006).

Estudios publicados muestran evidencia que la competencia de desarrollo de ovocitos bovinos
se podria mejorar incubando los ovarios durante algunas horas antes de la aspiracion de los
foliculos. El mantenimiento de los ovarios, luego de la faena, a temperaturas cercanas a 30°C
durante 3-4 horas habria mejorado significativamente la competencia de desarrollo de los
ovocitos (Blondin y col., 1995, Sirard y Blondin, 1996, Blondin y col., 1997a). Los autores
sugirieron que un tiempo de 4 horas después de la faena pudo haber creado un microambiente
folicular especifico en el que se produjeron cambios en el ovocito similares a las que
normalmente ocurren en el foliculo preovulatorio en las horas previas a la ovulacion.

Varios estudios con ovarios de matadero han demostrado una clara relacion entre el tamarno del
foliculo y la calidad de los ovocitos, donde ovocitos recuperados de foliculos mayores a 6 mmde
diametro mostraban una competencia de desarrollo superior en comparacion con los foliculos
mas pequerios (Lonergan y col., 1994b, Leibfried-Rutledge, 1999, Hendriksen y col., 2000, Fair,
2003, Machatkova y col., 2004). Una posible explicacion a los resultados publicados que
muestran que los owvocitos bovinos de fdliculos de diferentes tamarios diferiian en su
competencia de desarrollo seria una insuficiente y/o incompleta maduracion citoplasmética
(Kubota y Yang, 1998). Observando el proceso in vivo, €l ovocito que owula del foliculo
dominante ha pasado por una etapa de crecimiento durante la cual el ovocito se expone a
cambios en su micro-entorno folicular que influyen en su calidad (Fair, 2003, Senbon y cal.,
2003, Gilchrist y cal., 2004, Mermillod y col., 2008). Existiria abundante y convincente evidencia
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de que la maxima conpetencia ovocitaria se daria durante el periodo de desarrollo folicular entre
aproximadamente 8 nm y el tamario preovulatorio (Lonergan y col., 1994b, Hendriksen y cal.,
2000, Blondiny cal., 2002, Fair, 2003, Nivet y col., 2012, Dias y col., 2014).

1.1.3. Competencia del ovocito

El desarrollo de un ovocito competente para afrontar la fecundacion en el oviducto puede ser
dividido en tres fases. La estructura basica y la capacidad de desarrollo del ovocito se generan
durante la primera fase de crecimiento del ovocito cuando el crecimiento del ovocito acomparia al
crecimiento folicular del foliculo primordial a terciario (antral, 2-3 mm). Durante la fase antral,
cuando los foliculos de una cohorte alcanzan un diametro de aproximadamente 3-5 mm, se
selecciona un foliculo dominante, quedando un grupo de foliculos subordinados (Ginther y cal.,
1989) (ver Figura 5). La ultraestructura del ovocito en el foliculo dominante entra en una
segunda fase (premaduracion o capacitacion del ovocito) donde las modificaciones que sufre
aumentan su competencia de desarrollo. En el foliculo ovulatorio, es decir, el foliculo dominante
de la Ultima onda folicular, el ovocito experimenta una tercera y Ultima fase de canmbios
ultraestructurales (maduracion del ovocito) durante un periodo de aproximadamente de 24 h
entre el pico de LH y la ovulacién (Figura 6). Cuando los ovocitos son aspirados para PIVE a
partir de foliculos de 2-8 mm de diametro, la poblacion folicular puede ser heterogénea y con
diferentes niveles de competencia o capacidad de desarrollo. Dentro del pool de ovocitos
recuperados, los foliculos antrales aspirados pueden provenir de ondas foliculares ovulatorias o
no-ovulatorias conteniendo foliculos subordinados y el dominante termprano (todavia no
seleccionado). En consecuencia, algunos ovocitos no habrian adauirido la competencia de
desarrollo de manera completa e incluso algunos de €llos pueden haber iniciado el proceso de
atresia. Estudios realizados durante las tres fases de desarrollo del ovocito con el fin de
identificar cambios ultraestructurales, se analizaron ovocitos a partir de foliculos preantrales
(foliculos primordiales, primarios y secundarios) (Fair y col., 1997), asi como de foliculos antrales
(Assey y col., 1994) y de los foliculos preovulatorios que se aproximan a la ovulacion (Hyttel y
col., 19864) (Figura 6).

28



Oocyte
maturation

A Oocyte 4
prematuration
Corpus 400, O
£
luteum © o
— (V5]
£ e 9
= 15 ‘,2 wn %
— ; c 0O
o Dominant QOvulation 3005 =
] ® O
3] = =
© —_—
T 200§ o
% Subordinate ™ 9.-.
5 5
L st \
wave 100
)
Oocyte growth o
>

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 Days

Figura 5: Ondas foliculares y fases de desarrollo de ovocitos en bovinos. B eje X indica dias después de
la ovulacion (Ginther y cal., 1997, Ginther y cal., 2001).

Claramente, el ovocito experimenta cambios notables durante las fases de crecimiento y pre-
meduracion. Segun estudios funcionales de ovocitos bovinos en diferentes etapas de su
desarrollo, los ovocitos recuperado de foliculos de menos de 3 mm de diametro no habrian
completado la fase de crecimiento y acumulado suficiente ARNm y proteinas para sostener el
desarrollo embrionario posterior (Fair y col., 1995, Fair y col., 1996, Fair y col., 1997). Durante la
fase de pre-maduracion subsiguiente, el ovocito es sometido a mas modulaciones estructurales y
aumenta su capacidad de desarrollo (Assey y col., 1994). Sorprendentemente, los ovocitos de
los foliculos subordinados, que estan entrando en la fase temprana de atresia, pueden mostrar
cambios muy similares al observado en el ovocito del foliculo dominante. Hasta el momento, la
evidencia mostraria que los ovocitos de foliculos sometidos a pre-maduracion o atresia inicial,
serian los mejores candidatos para aspirar durante OPU y posterior PIVE (Stroebech y cal.,
2015). Actualmente, existe una gran necesidad de realizar OPU-PIVE en hermbras cada vez méas
jovenes para acelerar el progreso genético reduciendo el intervalo generacional y maximizar las
predicciones gendmicas (Kasinathan y col., 2015). Otros escenarios comprenden la utilizacidn de
hembras adultas con registros de produccidn probados que se encuentran en el periodo de
lactancia o gestando. Los ovarios en hermbras jévenes contienen foliculos preantrales y antrales
cuyo numero varia considerablemente entre individuos (Silva-Santos y col., 2013). El nimero de
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foliculos aumenta rgpidamente entre los 50-80 dias después del nacimiento y hasta los 120 dias.
Este crecimiento folicular es estimulado por un aumento en la secreciéon de FSHy LH, y aunque
es posible aspirar foliculos antrales de hembras muy jovenes, los ovocitos tendran una
competencia de desarrollo disminuida en comparacion con los adultos (Steeves y cal., 1999), en
relacién a su ultraestructura (Duby y col., 1996), el metabolismo (Steeves y Gardner, 1999a) y la
maduracion citoplasmética (Salamone y cal., 2001).
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Figura 6: (A) Dibujo esquemético del crecimiento de ovocitos bovinos. (AA) Foliculo primordial con el
ovocito rodeado por una sola capa de células de granulosa aplanadas. (AB) Foliculo primario con el
ovocito rodeado por una sola capa de células de granulosa cuboidal. (AC) Foliculo secundario con el
ovocito rodeado por mas de una capa de células de granulosa cuboidales. (AD) Foliculo terciario
temprano. (AE y AF) Foliculo Faliculos. (B) Dibujo esquermdtico de aspectos ultraestructurales de la pre-
maduracion del ovocito bovino en el foliculo dominante hasta el pico de LH y maduracién después del
pico. (BA) Ovocito de un fdliculo dominante 6 dias antes del pico de LH. La ultraestructura general es
idéntica a la obtenida al final del crecimiento del ovocito (AF). (BB) Ovocito de un foliculo dominante 3
dias antes del pico de LH. (BC) Ovocito de un foliculo dominante el dia antes del pico de LH. (BD) Ovocito
en "ruptura de la vesicula germinal”" de un foliculo ovulatorio a las 9-12 h después del pico de LH. (BE)
Ovocito en M en un foliculo ovulatorio a las 15 h después del pico de LH. (BF) Ovocito en Mil en un
foliculo ovulatorio aproximadamente 24 h después del pico de LH (Hyttel, 2011).
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En vacas posparto de alta produccidn, se registran bajas concentraciones de esteroides
circulantes debido al efecto combinado entre el metabolismo aumentado producto de la lactancia
y al efecto dilucion debido a la mayor filtracion hepdtica. Esto podria indicar que los foliculos
dominantes estan produciendo menos estrégeno lo cual afectaria la fase de crecimiento folicular
(Lopez y col., 2004, Sartori y col., 2004). E balance energético negativo en las hembras
lactantes posparto tiene un efecto adverso sobre la calidad de los ovocitos, debido a los cambios
en los perfiles endocrinos y metabdlicos (Leroy y col., 2008a). En las hembras gestantes, €l
crecimiento folicular podria verse afectado por niveles elevados de progesterona (Adams y cal.,
1992). Los resultados de OPU-PIVE en bovinos dependen del estado reproductivo vy fisioldgico
de la donante de ovocitos, y otros componentes como la genética, edad, raza, nutricion, nivel de
produccion de leche, estatus de la onda folicular, protocolo de sincronizacion vy
superestimulacion, entre otros (de Wit y col., 2000, Merton y col., 2003, Machatkova y col., 2004,
Merton y col., 2009).

1.1.4. Factores que afectan la calidad del ovocito

En la busqueda de maximizar el desempefio de los ovocitos y cigotos durante el proceso in vitro,
una cuestion de gran importancia es la capacidad del ovocito para experimentar, reaccionar y
sobrepasar con éxito las distintas fases de la PIVE (meduracion, fertilizacién y desarrollo
embrionario temprano), la implantacion, el desarrollo fetal y el parto. Esta capacidad o
competencia del ovocito esta influencia por varios factores (Gordon y Lu, 1990, Fukui y col.,
1991, Ward y col., 2000b, Driancourt, 2001, Lonergan y col., 2001, Krisher, 2004, Sirard y cal.,
2006, Mermillod y cal., 2008). Algunas de las caracteristicas asociadas con los ovocitos menos
competentes pueden ser visibles de inmediato en la lupa estereoscopica, mientras que otras
pueden no ser tan evidentes hasta la fecundacién del ovocito o el inicio del periodo de cultivo.
Las situaciones mas comunes en las cuales se presenta problemas en la calidad de los ovocitos
recuperados son en las hembras muy jévenes o geridtricas. Otra categoria afectada son las
hembras con algun grado de infertilidad conocidas como “vaca problema”. B poder superar €l
bajo desempefio de los ovocitos colectados de hermbras jévenes o pre-plberes representa el
mayor desafio e interés ya que el avance del andlisis genomico ejerce una fuerte presion para
obtener embriones viables y prefieces de éstos animales (Revel y col., 1995, Duby y col., 1996,
Khatir y col., 1996, Presicce y col., 1997, Gandolfi y col., 1998, Khatir y col., 1998a, Khatir y col.,
1998b, Steeves y Gardner, 19993, Steeves y col., 1999, Armstrong, 2001). Al igual que con
ovocitos de bovinos adultos, el tamario de los ovocitos de temera tiene una marcada influencia
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sobre su capacidad para avanzar a la fase de metafase Il (Mgjerus y col., 1999, de Paz y cdl.,
2001). Un estudio report6 que las tasas de fertilizacion y de eclosion de ovocitos provenientes de
terneras 3 meses de edad no difirieron significativamente de los de ovocitos de hermbras adultas,
pero la tasa de produccién de blastocistos fue casi la mitad en comparacion con las vacas
(11.9% vs. 20%) (Revel y col., 1995). La adicién de factores de crecimiento al medio de
meduracion (IVM) podria corregir esta deficiencia (Zhang y col., 2010, Sudiman y col., 2014,
Mechado y col., 2015). La incorporacion del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en el medio
IVM alter6 el patron de sintesis proteica en los ovocitos recuperados de terneras y aumentd
significativamente el rendimiento de la formacion de blastocistos (Khatir y col., 1996, Khatir y cal.,
1998a, Khatir y col., 1998b). La actividad metabdlica y la sintesis de proteinas entre ovocitos de
hembras adultas en comparacion con terneras pre-puberes son significativamente diferentes, lo
cual explicaria la disminuida capacidad de desarrollo (Gandalfi y cal., 2000). La suplementacion
exdgena de estrdgenos, progesterona y gonadotrofinas en temeras pre-plberes con el objetivo
de mejorar la capacidad de desarrollo resultaria ser eficiente aunque presenta igual gran
variabilidad entre donantes y solo se produjo embriones en el 50% de las terneras tratadas (Galli
y Lazzari, 1996). Los ovocitos de terneras pre-puberes pueden ser mas pequefios en didmetro
que los de hembras adultas y otras caracteristicas que pueden afectar la fecundacidén cono ser
el retraso en la formacién aster espermético y la formacidn del pronticleo de manera asincrénica
(Duby y col., 1995). Al tratar de determinar una posible causa de la baja competencia en €l
desarrollo de ovocitos de henbras pre-plberes, se encontrd gue los ovocitos de eran menos
sensibles a los agonistas liberadores de calcio y que un nimero significativamente alto de
ovocitos no presentd oscilaciones normales de calcio después de la penetracion del
espermatozoide (Damiani y col., 1995, Damiani y col., 1998). Muchas proteinas constitutivas de
las células del cumulus observadas en ovocitos de vacas adultas diferian de las de temeras y
varias otras proteinas estaban ausente en ovocitos de ternera, sugiriendo que tales proteinas
podrian ser importantes para la iniciacion de la cascada de eventos que se requiere para €l
desarrollo normal del ovocito bovino (Levesque y Sirard, 1994). Utilizando sistemas de monitoreo
mediante camaras de video cinematogréficas se observo durante el cultivo de embriones
derivados de ovocitos de terneras pre-puberes una mayor frecuencia de detencidn del desarrollo
antes del noveno ciclo de division celular y una fase de retraso mas larga antes del comienzo del
control del genoma enmbrionario (Majerus y col., 2000). Ademas de proteinas faltantes se
observaron diferencias en los perfiles de algunas proteinas entre ovocitos de hembras adultas y
terneras pre-plberes, y que este canbio en el patrdn de sintesis proteica estaria asociado a una
deficiente progresion durante el proceso de maduracion nuclear (Khatir y col., 1998a, Khatir y
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col., 1998b). Diferencias en las caracteristicas citoplasméticas entre ovocitos de terneras pre-
pUberes y hembras adultas fueron encontradas y que solo podian reducirse en parte mediante el
pre-tratamiento con FSH (Massicotte y col., 1999). Esta variabilidad en la competencia de
desarrollo de ovocitos de temeras pre-plberes también se extiende a vaquillonas jévenes (14-15
meses de edad) (Taneja y col., 2000). Otros estudios sefialan que la pobre competencia de
desarrollo de ovocitos de termeras pre-plberes se debe a la falta de factores ooplasmicos
esenciales para el desarrollo. En particular, la actividad del factor promotor de maduracion
(FPM), la proteina quinasas activadas por mitogenos (MAPK) y la cantidad relativa del receptor
del inosital trifosfato (IP3R) mostraron niveles sustancialmente mas bajos en ovocitos de temera
pre-plberes medurados in vitro en comparacion con los de hembras adultas (Salamone y cal.,
2001). Esto sugiere claramente que ciertos componentes claves en el ooplasma en el ovocito de
hembras pre-plberes asociados con la fertilizacion, el desarrollo embrionario temprano, y la
eclosién estarian comprometidos (Duby y col., 1996, Gandolfi y col., 1998, Gandalfi y col., 2000,
Lonergany Fair, 2016).

La produccion de embriones PIVE en los '80 se originaba fundamentalmente de los ovarios
bovinos colectados en los mataderos. El desenperio de los ovarios provenientes de vaguillonas
versus vacas adultas es controversial. En determinadas situaciones, la calidad de los ovocitos
recuperados de ovarios de vaauillona es igual o superior a los de ovarios de vaca (Gordon,
2003g). La calidad de los ovocitos de hermbras adultas depende si se trata de hembras refugo o
enviadas al matadero por razones salud y/o fertilidad. En ambos casos, la calidad de los ovocitos
recuperados generalmente esta comprometida (Rizos y col., 2005). Situacion contraria puede
darse cuando las hormonas se Utilizan para la promocién del crecimiento y engorde del ganado
vacuno, la experiencia puede ser muy diferente. B desarrollo embrionario de ovocitos
provenientes de ovarios de vacas sin tratamiento hormonal y vaquillonas suplementadas con
hormona de crecimiento fue significativamente diferente (16% versus 34% de produccién de
embriones entre vaguillonas y vacas, respectivamente) (Checura y col., 2002).

El nimero de foliculos y calidad de los ovocitos podria verse afectada dependiendo del momento
del ciclo estral en que son recuperados y si los foliculos se encuentran ipsilateral o contralateral
al cuerpo ltteo. Ovocitos de mayor calidad se obtienen de ovarios durante la fase luteal y de los
ovarios donde el cuerpo IUteo esta presente (Boediono y col., 1995, Sugulle y col., 2008). La
progesterona generada por €l cuerpo Iuteo y/o administrada de manera exdgena podria
contribuir a mejorar la calidad del COCs (Lonergan, 2011, Salehnia y Zavareh, 2013). La
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competencia de desarrollo de ovocitos colectados de donantes en distintas etapas del ciclo seria
marcadamente diferente donde una proporcidn  significativamente mayor de ovocitos
desarrollaria a blastocistos cuando son recuperados entre los dias 14-16 del ciclo estral
(Mechatkova y col., 1996). A medida que el ovocito crece dentro del foliculo, una serie de
factores influyen en su salud y la competencia de desarrallo. Estos factores incluyen el tamafo
del foliculo, dia del ciclo estral, el nivel o grado de atresia y la influencia de otros foliculos tales
como el foliculo dominante (Hagemann, 1999, Hendriksen y cal., 2000, Machatkova y col., 2004,
Lucy, 2007a). La produccion de embriones mostraria un aumento si la recuperacion de ovocitos
se realiza durante la fase de crecimiento de la primera onda folicular (Machatkova y col., 2000,
Machatkova y col., 2004).

Varios sistemas de dlasificacion para evaluar la condicidn corporal y el estado nutricional de los
reproductores se han desarrollado a lo largo de los afos (Edmonson y col., 1989, Bewley y
Schutz, 2008, Roche y col., 2009). Diversos autores han tratado de analizar la correlacion entre
el potencial de desarrollo de los ovocitos en relacion a la condicidn corporal y estado nutricional
(Dominguez, 1995, Snijders y col., 2000, Boland y coal., 2001, Krisher, 2004, Sirard y cal., 2006,
Ashworth y col., 2009, Chrenek y col., 2015). La cantidad de foliculos ovéricos y la proporcion de
ovocitos de buena calidad es significativamente menor en las vacas con un indice de condicion
corporal bajo (Ruiz Ldpez y cal., 1996, Fazio y col., 1999, Snijders y col., 2000). H sistema de
alimentacién y la dieta ofrecida a las hembras donantes de ovocitos puede afectar la poblacion
folicular y la competencia de los COCs ya sea por deficiencia, exceso y/o la interaccion de los
mismos en el rumen (Pryce y col., 2004, Santos y col., 2008). Esto podria desencadenar un
desorden metabdlico que altere o modifique la secrecidn de gonadotrofinas, dinamica folicular y
la interaccion foliculo-ovocito (Butler, 1998, Butler, 2000, Armstrong y col., 2003, Webb y cal.,
2004, Wathes y col., 2007). El régimen alimentario y la dieta elegida afectan la competencia de
desarrollo de los ovocitos principalmente cuando se generan altos niveles circulantes de
amoniaco en plasma (McEvoy y col., 2001). Existe evidencia que sugiere que diferentes
regimenes nutricionales pueden afectar la expresion de genes importantes en el desarrollo
embrionario (Niemann y Wrenzycki, 2000, Bilodeau-Goeseels y Panich, 2002, Lonergan y col.,
2006). La dieta puede influir en la maduracién de los ovocitos, el desarrollo embrionario
temprano, y en el microambiente del tracto reproductivo (Kruip y col., 2000, OCallaghan y cal.,
2000, Picton y col., 2003, Sutton y col., 2003, Ashworth y col., 2009, Leroy y col., 2011, Krisher,
2013). La poblacién folicular y la calidad ovocitaria mostré diferencias entre vacas post-parto a
principio y mediados de la lactancia demostrando la influencia del balance energético
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(Gwazdauskas y col., 2000, Walters y col., 2002). La conclusion que se desprende de casi todos
los reportes publicados es que los efectos de la nutricidr/alimentacion se manifiestan durante el
desarrollo embrionario termprano, y posiblemente se origine durante la adauisicién de la
competencia de desarrollo del ovocito (Armstrong y col., 2003, Pryce y col., 2004, Webb y cal.,
2004, Roche, 2006, Wathes y col., 2007, Leroy y col., 2008a, Leroy y col., 20080, Ashworth y
col., 2009, Leroy y cal., 2011, Hernandez-Medrano y col., 2012, Krisher, 2013). Para obtener un
rendimiento &ptimo de la reproduccion, las necesidades nutricionales del animal deben ser
suministrados de manera fisiolégica, evitando cantidades anormales o no balanceadas de
cualquiera de los componentes de la dieta y este equilibrio nutricional es aln méas importante en
el ganado lechero de alto rendimiento (Beamy Butler, 1999, Butler, 2000, Butler, 2003, Pryce y
col., 2004, Roche, 2006, Santos y col., 2008).

Ctra fuente importante de variacién es el factor animal. Un ejemplo en tal sentido es el impacto
del estado fisioldgico de la donante donde hemmboras prefiadas pueden producir un mayor nimero
de ovocitos de alta calidad que los animales ciclicos, probablemente debido a los niveles
circulantes de progesterona mas altos y la activa generacion de ondas foliculares ovaricas (Ferré
y col., 2002). El mérito genético en vacas lecheras de alta produccion puede afectar a la calidad
de sus ovocitos (Snijders y col., 2000). Las principales conclusiones de este estudio fueron que
los ovocitos de vacas de alto mérito genético tuvieron tasas mas bajas de clivaje y produjeron un
menor ndmero de blastocistos en conparacion con las vacas de mérito genético intermedio, no
obstante, el nimero de ovocitos recuperados no difirié. Entre las vacas de alta y baja produccién
de leche no hubo diferencias en el nlimero de ovocitos recuperados, dlivaje y produccion de
embriones, mostrando que la produccion de leche per se no tiene ninglin efecto en la calidad de
los ovocitos (Snijders y cal., 2000). Desde hace muchos aros gue los objetivos de mejoramiento
en los programas de seleccidn de reproductores se focalizan exclusivamente en la produccion de
leche. Esto trajo aparejado una importante disminucion del mérito genético para caracteristicas
asociadas a la fertilidad (Shook, 2006, Lucy, 2007b, Berglund, 2008, Butler, 2013). En los ltimos
anos, los mecanismos fisiologicos subyacentes responsables de este descenso han comenzado
a ser descifrado. Pareceria que un mérito genético bajo para caracteristicas de fertilidad se
asocia con multiples defectos a toda una serie de 6rganos y tejidos cuya funcion es clave a para
lograr un desempefio satisfactorio en materia de indices reproductivos (Snijders y col., 2001,
Shook, 2006, Berglund, 2008, Butler, 2013). Entre los principales defectos asociados al mérito
genético se incluyen la movilizacién excesiva que afecta la condicion corporal, un estado
metabdlico desfavorable, la reanudacién tardia de la ciclicidad, aumento de la incidencia de
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endometritis, expresion disfuncional del celo y concentracion de progesterona inadecuada
(Harrison y col., 1990, Lucy, 2001, Pryce y col., 2004, Lucy, 2007b, Berglund, 2008, Butler,
2013). La alta produccion de leche produce adaptaciones metabdlicas necesarias para poder
sostenerla, y sumado a una dieta estimulante de la produccion, pueden contribuir a producir
embriones de inferior calidad de color mas oscuro debido al alto contenido de lipidos (Leroy y
col., 2005, Leroy y col., 20080, Leroy y col., 2014). La baja calidad del ovocito y el enmbridn son
reconocidos como factores importantes implicados en las bajas tasas de concepcion y en la alta
prevalencia de mortalidad embrionaria tenprana (Ashworth y col., 2009). Ademéas de la
importancia del equilibrio energético, la endocrinologia asociada y sus consecuencias
metabdlicas, hay un interés creciente en pronover dietas ricas en energia y proteina. En este
contexto, dietas orientas en tal sentido pueden mejorar €l estado y balance energético y por lo
tanto promover la actividad ovarica en el periodo posparto temprano, pero la calidad de los
ovocitos y embriones pueden verse afectadas negativamente (Butler, 1998, Butler, 2000, Leroy y
col., 2005, Ashworth y col., 2009). La suplementacion con grasa en la dieta tiene un efecto dual
estimulando la produccion de esteroides ovaricos mientras que el ovocito y el embridn muestran
un metabolismo alterado y la acumulacion excesiva de lipidos (Fouladi-Nashta y col., 2007,
Leroy y cal., 2008, Leroy y cal., 2008, Cerri y col., 2009). Las dietas altas en proteinas pueden
elevar las concentraciones de amoniaco y urea en la sangre, lo que afecta negativamente los
ambientes intrafolicular, oviductal y el Utero (McEvoy y coal., 2001). Los ovocitos y enmbriones son
muy sensibles a cambios en su microambiente, [0 que puede dar lugar a una maduracion
incompleta y/o anormal, afectar la fertilizacion y la division temprana (Butler, 1998, McEvoy y
col., 2001, Adamiak y col., 2006, Ashworth y cal., 2009, Krisher, 2013).

El medio ambiente es otro factor importante que puede afectar la capacidad de desarrollo de los
ovocitos. Entre los factores mas estudiados figuran el estrés calérico o térmico (EC). Bl EC esta
provocado por valores de ITH (indice de Temperatura-Humedad) que superan el unbral critico
de confort animal (ITH=72, aunque algunos estudios lo consideran a partir de 68, (Collier y cal.,
2006, Renaudeau y cal., 2012, Roy y Collier, 2012). Los efectos del EC pueden agravarse conmo
consecuencia del efecto aditivo producto del calor interno generado de origen metabdlico en la
vaca durante el pico de lactancia. Los efectos negativos del EC en el ovario son comparables a
lo que sucede en los testiculos bajo similar estrés (Walters y cal., 2006). Ovocitos colectados de
vacas en produccién durante €l periodo de verano bajo condiciones de EC experimentaron una
reduccion en su capacidad de desarrollo in vitro (Rocha y col., 1998, Rutledge y col., 1999). Ala
pérdida en la capacidad o conmpetencia de desarrollo del ovocito y falla en el desarrollo tenmprano

36



pre-implantacional, se le suma una reduccidn significativa en la tasa de concepcion y en la
calidad embrionaria por accion del EC (Putney y col., 1988, Sartori y col., 2002). La exposicion
de ovocitos en cultivo in vitro a temperaturas elevadas durante su maduracion disminuye la tasa
de dlivaje y la proporcién de ovocitos que se desarrollan a blastocitos (Edwards y Hansen, 1997).
Estos reportes indican que los efectos del EC sobre el ovocito y su desarrallo temprano puede
afectar negativamente el normal crecimiento y calidad del enbridén e incrementar pérdidas
embrionarias (Putney y col., 1989).

1.2. Maduracion in vitro de los ovocitos

En la mayoria de las especies de mamiferos, el ovocito se desarrolla y madura dentro del
entorno folicular. Como tal, mdltiples tipos de células son responsables de crear el entorno al que
se expone el ovocito (Figura 7). Las células de la teca, células de la granulosa, células del
cumulus, y el propio ovocito participan en una compleja interaccion de sefializacion para
controlar tanto la competencia como el crecimiento folicular (Krisher, 2004, Krisher, 2013,
Albertini, 2015). E anbiente folicular es modificado por las células foliculares de manera
constante, especialmente cuando se acerca a la ovulacion. Dentro de este entorno, el ovocito y
las células del cumulus que lo rodean conforman en realidad una unidad funcional, con
comunicacion dindamica gque se produce entre cada tipo de célula (Krisher, 2004, Krisher, 2013).
El ovocito segrega factores que regulan la funcién de las células del cumulus y el desarrollo
folicular, y las células del cumulus transportan las moléculas y sustancias necesarias para el
crecimiento del ovocito y su maduracion, tanto nuclear como citoplasmética (Eppig, 2001,
Gilchrist y col., 2004, Hussein y col., 2006, Gilchrist y col., 2008, Gilchrist, 2010). De esta
manera, el ovocito puede crear un microambiente dptimo dentro del foliculo en el que se puede
desarrollar y alcanzar la competencia maxima (Duranthon y Renard, 2001, Fair, 2003). La
capacidad del ovocito de producir y secretar factores estimulantes de crecimiento, asi como
también la capacidad de las células del cumulus en responder adecuadamente a esos estimulos,
contribuye a la adquisicion de la competencia (Gandolfi, 1998, Bames y Sirard, 2000, Srard y
col., 2006, Hirao, 2011).
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Figura 7: Diagrama de un foliculo ovarico preovulatorio de ovario que muestra los multiples tipos de
células implicadas en el mantenimiento del medioanmbiente folicular y determina la competencia del
ovocito. Abreviaturas: A= andrégenos; AMPc= AMP ciclico; E2= estrogeno; OSF= factores secretados por
€l ovocito; P4= progesterona (Krisher, 2013).

La maduracién ovocitaria o "maduracion meidtica” define el periodo en el que el ovocito reinicia
la meiosis (interrunpida en estado dictioteno de la profase 1) hasta el estadio de metafase |I
(MIl). En este estado, los ovocitos adauieren la competencia y maquinaria necesaria para sortear
|la fertilizacién y comenzar el desarrollo enbrionario (Brackett y col., 1978, Brackett y col., 1982,
Brackett, 1985, Leibfried-Rutledge y col., 1987, Leibfried-Rutledge y col., 1989, Eppig, 2001,
Eppig y cal., 2002, Clift y Schuh, 2013, Krisher, 2013). Durante la meduracion, el ovocito sufre
una serie de cambios en su nlcleo y en su citoplasma. Estos canbios incluyen la redistribucion
de organelas celulares, migracion de mitocondrias a una posicion perinuclear, acumulacion de
los granulos corticales a lo largo del oolema, un fuerte incremento en la sintesis de proteinas y la
ruptura de la membrana nuclear (de Loos y col., 1992, Picton y col., 2003, van den Hurk y Zhao,
2005). Este proceso también incluye una serie de cambios complejos a nivel de fosforilacion de
proteinas y sefiales entre el nlcleo, citoplasma y organelas (Schmitt y Nebreda, 2002, Tomek y
col., 2002, Vigneron y col., 2004, Conti y col., 2012, Holt y col., 2013, Adhikari y Liu, 2014), que
transforma el ovocito primario en un ovocito secundario maduro.

La meiosis in vivo se reinicia mediante el estimulo hormonal provocado por la liberacién de LHy
en condiciones in vitro, es posible lograr que el proceso meidtico contintie bajo condiciones de
cultivo controladas (Ball y cal., 1984, Leibfried-Rutledge y cal., 1989, Sirard y col., 1989, Allworth
y Albertini, 1993, Homa, 1995, Sirard y col., 1998, Sirard, 2001, Gilchrist, 2010). La maduracion
meidtica se caracteriza por la disolucion de la membrana nuclear (vesicula germinal), la
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condensacidn de la cromatina formando cromosomas bivalentes distinguibles, la separacion de
los cromosomas homdlogos, la emision del primer cuerpo polar, y la detencion en metafase |l
con los cromosomas alineados en el huso acromatico (Sagata, 1996, Nebreda y Ferby, 2000,
Kishimoto, 2003, Mehlmann, 2005, Liu y col., 2013, Adhikari y Liu, 2014). Los ovocitos que han
owvulado o extraidos del foliculo, completan la meiosis con la separacion de las crométidas y la
extrusion del segundo cuerpo polar (segunda division reduccional) que se conpleta en el
momento de la fecundacion inducido por la penetracion del espermatozoide (Alberts y col., 2013,
Alberts y col., 2014, Cohen y Holloway, 2015).

La capacidad que adquieren los ovocitos detenidos en el estadio de dictioteno durante la profase
| (entre el diplonema y la diacinesis) de la meiosis |, que retarda la entrada a la metafase | y
progresar hacia la etapa reduccional de la meiosis, se denomina competencia meidtica (Albertini
y Carabatsos, 1998, Myano, 2003, Miyano y Manabe, 2007, Alberts y col., 2013, Alberts y cal.,
2014). Existen factores reguladores secretados por las células de la granulosa que mantienen la
detencidn de la meiosis hasta que se produce el pico de LH, momento en el que las células
foliculares se separan del ovocito inpidiendo asi la llegada de mas sustancias inhibitorias
(Canipari, 2000, Fan 'y Sun, 2004, Landim-Alvarenga y Maziero, 2014).

La maduracién citoplasmética es necesaria para adauirir las condiciones que permiten bloguear
la polispermia, para decondensar el nlicleo del espermatozoide y para la formacion del pronticleo
masculino luego de la fecundacién (Gordon, 2003).

El crecimiento del ovocito bovino en las semanas previas a la ovulacion consiste en una serie de
transformaciones en las organelas y un periodo de transcripcion (Hyttel y col., 1997)los cuales
son esenciales para reanudar la meiosis y lograr competencia de desarrollo. A medida que el
foliculo avanza en su crecimiento, el ovocito va adquiriendo gradualmente la competencia para
someterse a la maduracion meidtica y proseguir el desarrollo embrionario. En el foliculo
dominante, el ovocito sufre nuevas modificaciones ultraestructurales y alcanza la competencia de
desarrollo de manera completa (Hyttel y col., 1997). Los eventos requeridos para la maduracion
dentro del foliculo dominante preovulatorio son disparados por el pico preovulatorio de LH. En las
préximas 24 h, el ovocito primario se somete a la progresion de la metafase Il de la meiosis y a
diversos canmbios en la organizacién de su citoplasma, que incluyen alineacién de granulos
corticales lo largo de la oolemma, reordenamiento de las mitocondrias, el desarrollo de la reserva
de lipidos y la reduccién del compartimiento de Golgi. El aumento en la reserva de lipidos se
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deba a la necesidad de contar con una fuente de energia extra para sostener metabolismo,
funciones y procesos durante la maduracion y posterior desarrollo (Ferguson y Leese, 2006).
Durante la maduracién final del ovocito, el foliculo en si también sufre una serie de cambios. Las
células de la granulosa detienen la sintesis de estradiol y la pared del foliculo se Iuteiniza justo
antes de la ovulacién; coincidiendo con un marcado incremento en la sintesis de progesterona y
expansion de las células del cumulus (Lonergan y Fair, 2016). A medida que el ovocito madura
en respuesta a la descarga preovulatoria de LH, las células del cumulus secretan acido
hialurénico (HA) (Gutnisky y cal., 2007). Cuando el HA se hidrata, los espacios entre las células
del cumulus se agrandan formando una matriz; proceso que se denomina expansion del cumulus
(Hyttel y col., 1987, Zhang y col., 1995). Después de que el ovocito es liberado del foliculo, las
células de la granulosa junto con las células de la teca se someten a un proceso de
diferenciacién y luteinizacion para formar el cuerpo IUteo (Hyttel y col., 1986a, Hyttel y cal.,
1989). Con la liberacidén del ovocito secundario y sus células circundantes en el oviducto
después de la ovulacion, la denudacion del cumulus-ovocito conplejo (COC) se produce dentro
de unas pocas horas. La maduracion nuclear del ovocito bovino comienza con la ruptura de la
vesicula germinal (GVBD) (Thibault y col., 1987). La GVBD se caracteriza por condensacion
gradual de la cromatina, la descompactacion del nucleolo y la desintegracion de la membrana
nuclear. El control del ciclo celular a nivel molecular ha permitido una mejor comprensién de la
cascada de eventos que conduce y regula la meduracién del ovocito (Sirard y col., 1989, Wu 'y
col., 1997, Fulka y col., 1998, Heikinheimo y Gibbons, 1998, Roche y col., 1998, Sirard, 2001,
Landim-Alvarenga y Maziero, 2014). La meduracidn es activada y regulada por la accidon
coordinada de dos quinasas, €l factor promotor de la maduracion (FPM) y la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK). La actividad del FPM aparece poco antes de GVBD alcanza su
maximo nivel en ovocitos en M, disminuye luego durante la transicion de Ml a Ml y recupera su
pico de nivel nuevamente en la Ml (Gordo y col., 2001, Fan y Sun, 2004, Sun y col., 2009,
Tripathi y col., 2010). Oscilaciones importantes en el pH intracelular se producen de manera
coincidente con canbios en la actividad del FPM mostrando la correlacion entre pH intracelular,
a progresion meidtica y la actividad FPM durante el proceso de maduracion del ovocito (Edwards
y col., 1999, FitzHarris y Baltz, 2009). Los cromosomas se condensan de forma compacta y se
disponen en la placa ecuatorial del huso meidtico. Los microttbulos y microfilamentos son los
principales componentes del citoesqueleto y juegan un importante papel en la modulacién del
movimiento cromosdmico  la division celular en el ovocito bovino (Kimy col., 2000). B ovocito
se somete a su primera division meidtica con la extrusion del primer cuerpo polar en el espacio
perivitelino. El ovocito, que ahora se denomina ovocito secundario, comienza la segunda division
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meidtica y continta hasta que alcance la fase Mil. La segunda division meidtica no se completa a
menos que se produzca la penetracidn del espermatozoide. La finalizacion de la segunda
division meidtica se acomparia de extrusion del segundo cuerpo polar en el espacio perivitelino.
El ovocito en esta etapa contiene un ndmero haploide de cromosomas y todo el proceso de
maduracion se completa en aproximadamente 24 horas (Figura 8).

Estadio Tiempo (h) Foto
Vesicula germinal (GV) 0-6,6 a
Condensed Ruptura de vesicula germinal (GVBD)  6,6-8,0
| Condensado 8,0-10,3 b
Metafase | 10,3-154 c
| Anafase | 154-16,6 d
Telofase | 16,6-18,0 e
Metafase Il y cuerpo polar (Ph) 18,0-24 f

Figura 8: Estadios de maduracién nuclear en ovocitos bovinos (Mayes, 2002) y momento de la meiosis
que se encuentra cada estadio (Srard y col., 1989).

Desde el punto de vista bioquimico, la maduracion del ovocito se puede dividir en una fase
inductiva y una fase de sintesis. La fase inductiva tiene una duracién de 6-8 horas y culmina con
GVBD. Durante esta fase, el ovocito se somete a una reprogramacion dentro del foliculo. En la
fase de sintesis, que tiene una duracién de 18 horas, hay una reestructuracion total de los
elementos nucleares y citoplasmaticos (Fair y col., 2001a, Laurincik y col., 2003). Durante la fase
de induccion de la maduracién las células del cumulus jugarian un rol muy importante actuando
como reguladores de la sintesis de ARN (Sirard y cal., 1998). A medida que avanza la meiosis
en el ovocito bovino, hay un gran incremento en la fosforilacion de las proteinas. La fosforilacion
y desfosforilacion de proteinas desempefian un papel clave en la regulacidén de la maduracion
meidtica (Kastrop y col., 1990, Kastrop y cal., 1991, Tomek y cal., 2002, Vigneron y col., 2004,
Ferreira'y col., 2009). Toda esta evidencia respalda que la competencia de desarrollo del ovocito
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bovino se adquiere gradualmente (Gandoalfi, 1998, Gandolfi y Gandolfi, 2001, Gosden, 2002,
Watson, 2007). Los factores maternos son esenciales para sostener el desarrollo durante la
etapa inicial de desarrollo embrionario hasta la etapa de 8-16 células. Los ovocitos acumulan una
gran cantidad de ARNm que sera fundamental en el desarrollo embrionario posterior. Toda esta
meguinaria de transcripcién se encuentra en silencio durante la maduracion meidtica y la
embriogénesis temprana, y por lo tanto los primeros acontecimientos decisivos en el desarrollo
del embridn antes de la iniciacion de la transcripcion del genoma enbrionario son dirigidas por la
traduccion de ARNm maternos preexistentes (Duranthon y Renard, 2001, Gandolfi y Gandolfi,
2001, Bettegowda y Smith, 2007). Los ovocitos muestran notables mecanismos de regulacion
post-transcripcional para controlar la estabilidad del ARNmYy su traduccion. Pero cierto es que no
todos los ovocitos recuperados del ovario de una vaca tienen la capacidad de desarrollarse en
un enbridn vigble. A pesar de los esfuerzos realizados en tratar de recrear o simular las
condiciones y micro-anmbiente in vivo, la tasa actual de produccion de blastocistos no supera el
30 a 40% (Lonergan y Fair, 2016). Los estudios realizados sobre la foliculogénesis y los factores
hormonales que la controlan o modifican han demostrado que la competencia de desarrollo del
ovocito se adauiere bajo condiciones especificas en el foliculo (Nagai, 2001, Eppig y col., 2002,
Picton y col., 2003, Hutt y Albertini, 2007, Landim-Alvarenga y Meziero, 2014). Esta claro que las
células que rodean el ovocito son cruciales para lograr su maduracion completa en condiciones
de cultivo en el laboratorio (Hyttel, 1987, Canipari, 2000, Ferreira y col., 2009, Li y Albertini,
2013). La maduracién del ovocito en dentro del foliculo se entiende que es un proceso gradual y
que ciertos pasos cruciales en el proceso de maduracion deben producirse antes del pico
owulatorio de LH. En términos précticos significa que los ovocitos provenientes de ovarios de
matadero no deben ser aspirados inmediatamente si no que deben mantenerse durante algunas
horas en el ovario antes de la aspiracion recuperacion (Blondin y col., 1997a, Blondin y cal.,
1997b, Sirard y col., 1999). Durante ese lapso de tiempo, el microambiente folicular puede
gjercer una influencia decisiva sobre la competencia del ovocito. Otras formas en que se puede
manipular la influencia del foliculo en la calidad del ovocito es el de producir un periodo de
carencia después de la estimulacion con FSH sobre la donante antes de aspirar los ovocitos.
Cuando una onda folicular es inducida y estimulada mediante FSH por al menos 3 dias
consecutivos en ausencia de un foliculo dominante, y seguido por un periodo de no estimulacion
(o carencia) antes de la aspiracion folicular tiene un efecto positivo en la produccidon de
blastocistos (Blondin y col., 1997b, Srard y col., 1999). Entre 36 a 65 horas sin FSH antes de la
recuperacion de los ovocitos han resultado estrategias superadoras en comparacion al grupo
control (Blondin y col., 1997b, van Wagtendonk-de Leeuw y de Ruigh, 1999, Blondin y col., 2002,
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Mullaart y col., 2002, Chaubal y col., 2006, Durocher y col., 2006, Chaubal y col., 2007, Sirard y
col., 2007, De Roover y cal., 2008, Sendag y coal., 2008, Nivet y col., 2012, Dias y cal., 2014). E
foliculo debe llegar a una etapa de meseta en su crecimiento para inducir al ovocito a realizar los
cambios finales necesarios antes de la owulacion. Si el crecimiento folicular se produce de
manera rapida, los ovocitos no adquieren la competencia de desarrollo de manera completa
(Sirard y Blondin, 1998). Por esa razon, el periodo de meseta en el final de la fase de crecimiento
del foliculo, lo que resulta en dominio o atresia folicular, puede ser importante para los ovocitos
para adauirir competencia de desarrollo (Sirard y col., 1998, Yang y col., 1998, Mermillod y cal.,
1999, Hendriksen y col., 2000, Fair, 2003, Picton y col., 2003, Hendriksen y col., 2004, Corti y
col., 2012).

Las células del cumulus desempefian un papel crucial durante la maduracion de ovocitos,
induciendo a la reanudacion de la meiosis y apoyando la maduracion citoplasmética (Tanghe y
col., 2002, Gilchrist y col., 2004). Los ovocitos inmaduros estan rodeados por varias capas de
células del cumulus fuertemente adheridas que proporcionan nutrientes y controlan la
meduracién nuclear y citoplasmética (Chian y col., 1994, Bruynzeel y col., 1997, Krisher, 2004,
Krisher, 2013). Hay una compleja interaccidn entre el ovocito y las células del cumulus durante el
crecimiento y desarrollo del foliculo, y esta mediada por factores de crecimiento y hormonas. Las
células del cumulus se comunican por medio de una intrincada red de canales transmembrana
conocidas como uniones de hendidura (también llamadas uniones “gap”), mientras que en la
capa mas intera de células (corona radiata) se extiende procesos citoplasmicos a través de la
zona pellcida para formar uniones comunicantes con €l interior del ovocito. La importancia de
estos procesos y las uniones comunicantes se conprueba por la impermeabilidad de la
membrana del ovocito a varios metabolitos de bajo peso molecular y donde el ingreso de tales
moléculas es exclusivamente a través de los procesos celulares de la corona y las uniones gap
(Parrish 'y col., 1992, Vlozzi y col., 2001, Thomas y cal., 2004). Las células del cumulus tarmbién
estan vinculadas a las células de la granulosa, que a su vez estan estrechamente relacionadas
con las células de la teca interma (Gilchrist y col., 2004, Albertini, 2015). Todavia no esta
dilucidado si €l reinicio de la meiosis ocurre como consecuencia de la disminucion del pasaje de
sustancias inhibidoras o por el contrario a través del pasaje a ovocito de sustancias
estimuladoras generadas en las células de la granulosa (Parrish y col., 1992, Faerge y cal.,
2001, Mayes y Sirard, 2001, Matzuk y col., 2002, Mayes y Sirard, 2002, Thomas y col., 2004,
Richard, 2007, Bilodeau-Goeseels, 2008). Los estudios demuestran que la presencia de células

del cumulus durante la meduracion es esencial para la adquisicién de la competencia de
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desarrollo (Fukui, 1990, Chian y cal., 1995, Liu y col., 1995, Konishi y col., 1996, Kim y cal.,
1997, Hashimoto y col., 19983, |keda y col., 2006). Las células del cumulus serian necesarias e
indispensables durante 12 horas del periodo de IVM para lograr la maduracion citoplasmética
normal (Chian y col., 1995). También se demostrd la importancia de mantener una capa intacta
de células de la corona (Hashimoto y col., 1998a). La capacidad de desarrdllo in vitro de los
ovocitos esta marcadamente influenciada por el grado de presencia y cantidad de células de la
granulosa cunmulus durante el periodo de IVM (Tanghe y col., 2002, Gilchrist y col., 2004,
Hussein y col., 2006, Ikeda y col., 2006, Gilchrist y Thompson, 2007, Richard, 2007, Bilodeau-
Goeseels, 2008, Sirard, 2011). Sin embargo, los ovocitos aspirados por medio de OPU
presentan menor cantidad de células del cumulus en comparacion con los recuperados de
ovarios de matadero. La suplementacion con células de la granulosa durante la maduracion de
ovocitos con escasa cobertura de células podria mejorar la tasa de produccion de blastocistos de
manera significativa (Galli y Lazzari, 1995, Galli y Lazzari, 1996, Konishi y col., 1996).

En condiciones in vitro, debido a que la extraccion del ovocito se produce antes de la descarga
de LH, los COCs recuperados se encuentran en un estado inmaduro y requieren ser cultivados
para reanudar la primera division meidtica (Edwards, 1965, Thibault y col., 1987, Hyttel y cal.,
1997). La alteracion de las condiciones basicas durante el periodo de maduracion puede afectar
significativamente la competencia del ovocito y comprometer su desenpefio durante la
fertilizacion y la formacidn de blastocistos viables (Rose y Bavister, 1992). Las condiciones de
cultivo utilizadas desde €l inicio de la maduracién hasta la culminacion del periodo de cultivo han
demostrado influir en la competencia de desarrollo, tasa de produccién de blastocistos viables,
capacidad de implantacion, generacion y mantenimiento de prefieces, y la obtencién de crias
vivas y sanas (Kruip y col., 2000, Niemann y Wrenzycki, 2000, Thompson y Peterson, 2000,
Fariny col., 2001, Khosla y col., 2001, Bilodeau-Goeseels y Panich, 2002, Urrego y cal., 2014).

Los ovocitos de mamiferos tienen la capacidad de medurar in vitro (IVM) y alcanzar el estadio de
Ml cuando son colectados de foliculos ovéricos y cultivados en condiciones apropiadas en
presencia de hormonas y/o factores de crecimiento por un periodo de 24 horas (Ball y col., 1984,
Thibault y cal., 1987, Leibfried-Rutledge y col., 1989, Sirard y Blondin, 1996, Ward y col., 2002,
Lonergan y Fair, 2016). Este proceso, puede evaluarse mediante la observacion de los
cromosomas en la placa metafasica (M) y la presencia del segundo corplsculo polar
(maduracién nuclear) (Motlik y col., 1978, Hyttel y col., 1986b, Hyttel y col., 1987, de Loos y cal.,
1992, Zhang y col., 1992, De La Fuente, 2006, Liu y col., 2006, Tan y col., 2009). Sin embargo,
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la denominada maduracidn citoplasmatica que comprende numerosos eventos moleculares
como la sintesis y la fosforilacién de proteinas relacionadas con la meiosis, reorganizacion de
organelas, y la formacion del pronticleo femenino que no pueden observarse en el microscopio
Optico (Sirard y col., 1989, de Loos y col., 1992, Eppig, 1996, Bevers y col., 1997, Watson, 2007,
Sun'y col., 2009, Parrish, 2014, Lonergan y Fair, 2016). La alta variabilidad en el estatus de los
ovocitos antes de iniciar el proceso de maduracion in vitro'y la asincronia en el tiempo necesario
para alcanzar el grado ¢ptimo de maduracion nuclear y citoplasmética, explicaria la competencia
variable del embridn resultante (Hyttel y col., 1997, Mehlmann, 2005).

Ademas, durante la maduracién las mitocondrias migran hacia una posicién perinuclear mientras
que los granulos corticales se desplazan hacia la periferia (ubicandose por debajo del oolema)
para ejercer un bloqueo efectivo contra la polispermia durante la penetracion y fecundacion
(Ducibella, 1996, Sun, 2003, Liu, 2011). La maduracién citoplasmética puede ser estimada o
valorada de forma indirecta, evaluando diferentes parametros, cono la capacidad de formacion
del pronticleo masculino, el contenido intracelular de glutation (GSH), la exocitosis del contenido
de los granulos corticales al espacio perivitelino y el desarrollo embrionario temprano luego de la
FIV (Rose y Bavister, 1992, Eppig, 1996, |zadyar y col., 1996, |Izadyar y col., 19983, Combelles y
col., 2002, Ferreiray cal., 2009).

Durante el proceso de maduracion del ovocito es importante la presencia de aminoacidos y
componentes energéticos (Sutton y col., 2003), ya que se produce un aumento en la actividad
glucolitica con la oxidacién de la glucosa y la glutamina (Zuelke y Brackett, 1993) y en el
metabolismo oxidativo del piruvato luego de la ruptura de la vesicula germinal (Kimy col., 1993b,
Rieger y Loskutoff, 1994, Sutton-McDowall y col., 2010). La presencia de glucosa en bajas
concentraciones se vuelve indispensable para mantener el desarrollo competente cuando la
meduracion in vitro se desarrolla en condiciones de alta concentracion de oxigeno (Hashimoto y
col., 2000a, Hashimoto y col., 2000b, Sutton-McDowall y col., 2010). El aporte de pequenias
cantidades de glucosa resulta en una disminucion de las especies reactivas al oxigeno (ROS) e
incrementa las concentraciones de GSH (de Matos y Furnus, 2000, de Matos y cal., 20023,
Krisher, 2004, Luberda, 2005). El GSH cumpliria un rol muy importante en la decondensacion del
nucleo de los espermatozoides y la posterior formacion del pronicleo masculino debido a que,
durante la fecundacién ronpe los puentes disulfuro de la protaminas que empaquetan el material
nuclear (Sutovsky y Schatten, 1997). Uno de los mecanismos reguladores de la maduracion esta
relacionado con el AMPc que actia en la profase | (diplonema). La disminucion en su
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concentracion provoca el cese de la detencion de la meiosis mientras que la estimulacion de la
sintesis de AMPc inhibe la ruptura de la vesicula germinal (Masui, 2001, Sun'y col., 2009, Zhang
y col., 2009). Otro mecanismo regulador esté ligado al nivel intracelular de calcio e involucra a la
hormona LH que acttia aumentando los niveles de este ion de dos formas, movilizando el calcio
libre almacenado en los depdsitos intracelulares y estimulando la entrada de caldio a través de
los canales que se encuentran en el oolema (Homa y col., 1993, Homa, 1995, Mettioli y Barboni,
2000, Tosti, 2006, Silvestre y col., 2012, Assidi y cal., 2013).

El resultado final de la maduracién in vivo es la liberacidén de un ovocito maduro en metafase I
del foliculo owvulatorio (Sirard y col., 1998, Eppig y col., 2002, Picton y cal., 2003, Alberts y cal.,
2014, Lonergan y Fair, 2016) en camrbio, los ovocitos inmaduros recuperados de foliculos
ovaricos en diferentes fases de la onda folicular y momento del ciclo estral, pueden reanudar y
completar la meiosis en condiciones in vitro independiente de hormonas (Sirard y col., 1989,
Rose y Bavister, 1992, Richard y Sirard, 1996, Gilchrist y Thompson, 2007). No obstante, la
competencia de desarrollo estaria comprometida o disminuida debido a las bajas tasas de
desarrollo embrionario logrados bajo esas circunstancias (Blondin y col., 1995, Gandolfi, 1998,
Mermillod y col., 1999). Esta sub-Optima capacidad en progresar en el desarrollo embrionario fue
atribuida a una maduracion citoplasmética in vitro deficiente (Sirard y Blondin, 1996, Sirard y
Blondin, 1998, Krisher, 2004, Sirard y Coenen, 2006). La maduracion citoplasmética se podria
definir cono la totalidad de procesos metabdlicas, moleculares y ultra-estructurales que
acondicionan €l citoplasma del ovocito para lograr una fertilizacién normal (Sirard, 2001, Sirard y
col., 2006, Watson, 2007) y la adquisicion de la competencia de desarrallo (Hyttel y col., 19863,
Hyttel y col., 1986b, Shamsuddin y col., 1993, Duranthon y Renard, 2001). Incluye la sintesis de
una anmplia gama de proteinas reguladoras del desarrollo del ovocito, la reubicacién de organelas
y la alteracion del sistema de transporte de menbrana (Moor y col., 1998, Barnes y Sirard, 2000,
Gandolfi y Gandolfi, 2001, Sirard, 2001, Krisher, 2004, Sirard y Coenen, 2006, Sirard y col.,
2006, Watson, 2007, Mermillod y col., 2008, Marteil y col., 2009, Bilodeau-Goeseels, 2011).
Ademas de las modificaciones postranscripcionales del ARNm, se deben realizar modificaciones
de proteinas, nutrientes y sustratos, acumulados durante la ovogénesis, los cuales son
necesarios para lograr la conmpetencia de desarrollo de los ovocitos y alcanzar un desarrollo
embrionario dptimo (Sirard y col., 1989, Levesque y Sirard, 1994, Levesque y Sirard, 1995,
Mehlmann, 2005, Watson, 2007). A esto se le suma la modificacion ultraestructural del conmplejo
de Golgi, la acumulacion de ribosomas y el aumento estructuras reticulares (Kruip y col., 1983,
Hyttel y col., 1986b, Fulka y col., 1998). La maduracidn citoplasméatica a menudo se divide en
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tres procesos principales: la redistribucion de las organelas, la dinamica del citoesqueleto y
meduracion molecular (Ferreira y col., 2009). Una maduracién citoplasméatica deficiente o
incompleta podria bloquear el desarrollo post-fertilizacion, la activacion del genoma embrionario,
la formacion de blastocistos e incluso afectar la normal implantacién (Fihrer y col., 1989). Los
parametros morfologicos indirectos usualmente observados para evaluar la maduracion
citoplasmética son la expansion de las células del cumulus, la extrusion del primer corplsculo
polar y el espacio perivitelino (Kruip y col., 1983). En ltima instancia, la calidad y la integridad de
la maduracién citoplasméatica juegan un papel importante en la competencia de desarrollo del
ovocito (Marteil y cal., 2009), en la formacion del pronicleo (Chian y col., 1994, Nagai, 2001),
progresion del ciclo celular meidtico a mitdtico, y hacia delante, proporciona las condiciones
necesarias para la normal implantacién, el inicio de la prefiez y el desarrollo fetal normal (Eppig,
1996, Moor y col., 1998, Trounson y cal., 1998, Gandolfi y Gandolfi, 2001, Mayes y Sirard, 2001,
Camargo y cal., 2006, Sirard y col., 2006, Marteil y col., 2009).

A medida que progresa el desarrollo folicular, la proporcidn de ovocitos en condiciones de
completar la maduracion nuclear y citoplasmética se incrementa (Paviok y col., 1992, Lonergan'y
col., 1994b, Eppig, 1996, Eppig y col., 2002). Los ovocitos que solo completan parcialmente
algunos de éstos procesos y que son expuestos a la fertilizacion y posterior desarrollo
embrionario no son capaces de desarrollarse hasta el estadio de blastocisto quedandose
detenidos en etapas termpranas del desarrollo (Eppig, 1996, Eppig y col., 2002). Generalmente,
ésta situacion esta asociada o0 es un indicador de una maduracion citoplasmética inconpleta,
deficiente o defectuosa (Eppig y col., 1994, Fulka y col., 1998). La maduracién nuclear y
citoplasmética no parecerian estar sincronizadas pero si interrelacionadas (Sirard y col., 1989,
Eppig, 1996, Fulka y col., 1998, Moor y col., 1998, Yang y col., 1998). La finalizacién de la
meduracion nuclear en forma aislada de la maduracion citoplasmética provoca una incapacidad
en el ovocito para sortear la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano ya que la
adquiisicion de la competencia de desarrollo de manera conpleta requiere de una interaccion
muy compleja tanto entre tanto la maduracion nuclear y como la citoplasmética (Sirard y col.,
1989, Eppig, 1996, Fulka y col., 1998, Moor y cal., 1998, Yang y col., 1998, Eppig y col., 2002).

Una estrategia planteada para lograr la sincronizacion entre la maduracién nuclear y la
citoplasmédtica consiste en refrasar la reanudacion de la meiosis usando una variedad de
inhibidores de la meiosis, y de esa forma continuar con la acumulacion de ARNm Yy proteinas en
el ovocito para mejorar la maduracion citoplasmética (Bilodeau-Goeseels, 2008, Bilodeau-
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Goeseels, 2012, Bilodeau-Goeseels y Magyara, 2012). La estrategia mas comin consiste en
mantener elevados los niveles intra-ovocito de AMPc. La maduracion también se puede prevenir
mediante sustancias que inhiben la sintesis de proteinas, la fosforilacién o aguellos inhibidores
que actuian sobre las quinasas dependientes de ciclina. A pesar de que es posible inhibir de
forma reversible la reanudacion meidtica, la evidencia de un efecto positivo en la competencia de
los ovocitos es escasa (Lonergan y Fair, 2016). Las publicaciones mas recientes utilizan
compuestos farmacoldgicos que permiten la sincronizacion de los procesos de maduracion
nuclear y citoplasmética y prolongan el periodo de maduracién al promover una interaccion mas
larga entre el ovocito inmaduro y las células del cumulus (Gilchrist y Thompson, 2007, Gilchrist y
col., 2008, Albuz y cal., 2010, Gilchrist, 2010, Gilchrist y col., 2015). El denominado sisterma de
meduracion “fisioldgica” de los ovocitos intenta recapitular algunos de los eventos bioquimicos y
celulares que se producen de forma natural durante la maduracion in vivo del ovocitos, con el
objetivo de mejorar la eficiencia de la IVM (Albuz y cal., 2010). Sin embargo, otros autores no
lograron resultados similares y la repetitividad de los hallazgos iniciales fueron cuestionados
(Guimaraes y col., 2015). Los autores de la maduracion “fisioldgica” recocieron inconvenientes y
recientemente publicaron una nueva version del sistema en el que se omite un componente
durante la IVMYy el tiempo de maduracion se extiende ligeramente (Gilchrist y col., 2015).

1.2.1.  Factor promotor de la maduracidn

La reanudacién de la meiosis estaria regulada por un componente celular esencial llamado factor
promotor de la maduracion (FPM) (Wasserman y Masui, 1976, Eppig, 1996, Bevers y col., 1997,
WU y col., 1997, Sirard y col., 1998). El FPM esta constituido por una subunidad reguladora
llamada ciclina B1 y otra catalitica llamada p34 (Lohka y col., 1988, Fissore y cal., 1996, Fan'y
Sun, 2004, Liang y cal., 2007). Esta Ultima, también es conocida como quinasa dependiente de
ciclina (CDK) 1 (Doree, 1990, Lewin, 1990, Nurse, 1990). El FPM se activa en el momento de la
ruptura de la VG y aumenta hasta alcanzar una meseta al final de la meiosis |. Una disminucidn
transitoria de la actividad del FPM ocurre durante la transicidn de la meiosis | a la meiosis I, para
luego reactivarse rapidamente y mantenerse en un nivel alto durante toda la detencién en Ml
(Doree, 1990, Lewin, 1990, Sirard y col., 1998, Masui, 2001, Schmitt y Nebreda, 2002, Tripathi y
col., 2010). La actividad del FPM es controlada por la concentracion celular de la ciclina B la cual
ingresa a la VG justo antes de su ruptura (Levesque y Sirard, 1996, He y col., 1997, Wu y cal.,
1997, Porter y Donoghue, 2003, Myazaki y Arai, 2007). Luego de su entrada, su sintesis
aumenta progresivamente alcanzando su maximo nivel al final de la meiosis I. La ciclina se
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asocia con la subunidad p34 para formar el complejo activo. La degradacion de la ciclina B es
necesaria para la extrusion del cuerpo polar (Eppig, 1996, Levesque y Sirard, 1996, Porter y
Donoghue, 2003, Myazaki y Arai, 2007, Liu y col., 2012). Luego de la ruptura de la vesicula
germinal aparece un factor citostatico que controla la detencion en Ml y alcanza su
concentracion maxima cuando el ovocito llega a esta etapa (Nishiyama y col., 2010). E factor
citostatico es muy sensible a los iones calcio y actia inhibiendo la protedlisis de la ciclina (Doree,
1990, Liu y col., 1998, Masui, 2001). Mentras la ciclina no es degradada, el FPM permanece
activo. Ademés de los procesos de fosforilacion y desfoforilacion hay otros factores que actian
en la activacion del FPM, conmo la disminucion en la concentracion de AMPc que precede a la
ruptura de la vesicula germinal (Eppig y Downs, 1984, Aktas y col., 1995, Thomas y cal., 2002,
Luciano y col., 2004, Thomas y col., 2004). El pico de LH afecta la comunicacién en las uniones
gap entre el ovocito y las células foliculares lo cual impide el ingreso de AMPc (Zhang y cdl.,
2007, Zhang y col., 2009, Zhang y Xia, 2012). La falta de AMPc origina la detencidén de la
meiosis mientras los ovocitos estan rodeados por las células foliculares (Eppig y Downs, 1984,
Aktas y col., 1995, Sirard y col., 1998, Luciano y cal., 2004, Thomas y col., 2004, Sun y col.,
2009). Ademeas, en respuesta a la LH se produce la liberacidn de iones calcio de los depdsitos
enddgenos de las células foliculares, lo que contribuye a la ruptura de la vesicula germinal
(Canipari, 2000, Mehlmann, 2005, Landim-Alvarenga y Maziero, 2014).

Citra proteina quinasa importante en la regulacion del ciclo celular meidtico es la MAP quinasa, la
cual fosforila proteinas cromosomicas importantes para mantener a la cromatina en un estado
condensado durante la transicion de meiosis | a meiosis Il y prevenir la formacion de la envoltura
nuclear por la fosforilacion de las laminas nucleares (Fissore y col., 1996, Motlik y col., 1998, Liu
y Yang, 1999, Suny col., 2002, Tomek y col., 2002, Fan y Sun, 2004).

1.22. Medio de IVMy suplementos

El medio més comin utilizado en la maduracién de ovocitos bovinos es el TCMVH99 (Tissue
Culture Medium-199), compuesto por sales Earle’s con buffer bicarbonato, piruvato, lactato,
vitaminas, aminoacidos, purinas y proteinas (albdmina bovina o suero) (Lonergan y col., 19%4a,
Chaiy cal., 2001).

Entre los suplementos més estudiados figura la adicién del suero y sus efectos sobre ovocitos y
embriones (Bavister y col., 1992, Massip y cal., 1995, Walker y col., 1996, Van Langendonckt y
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col., 1997, Thompson y col., 1998, Young y col., 1998, Hansen y cal., 2010). Usualmente se
agrega suero bovino y/o albimina sérica bovina (BSA) como fuente de proteinas a los medios de
meduracion y cultivo embrionario (Wang y col., 1997). B suero constituye la fraccién liguida
resultante del proceso de coagulacion sanguinea y su composicion quimica y efectividad
depende en gran medida de su origen (suero fetal bovino, suero de animal adulto, suero de vaca
en estro) y de la partida de elaboracion (Pinyopummintr y Bavister, 1994).

La albimina es una proteina plasmética de caracter acido, soluble en agua, con un peso
molecular aproximado de 69.000, y constituye uno de los componentes mas inportantes del
suero sanguineo (Mucci y col., 2006b). Su pureza y calidad también puede variar entre lotes y
afectar el rendimiento de los ovocitos y embriones durante las etapas de cultivo (Leibfried-
Rutledge y cal., 1986, Fukui y col., 1991, Eckert y Nemann, 1995, Rizos y col., 2003, Seidel,
2006).

Entre los efectos benéficos que justifican la utilizacion del suero y la albumina podermos
encontrar los siguientes: reducir potenciales canbios de pH gracias a su capacidad buffer,
proteger a los embriones en cultivo de sustancias toxicas y aportar factores de crecimiento y
hormonas gonadotrdficas (Sirard y First, 1988, Armstrong y col., 1991, Eckert y Niemann, 1995,
Keskintepe y Brackett, 1996, Wang y col., 1997, Thompson y col., 1998, Holmy col., 1999, Ali y
Sirard, 20023, Rizos y col., 2003, Seidel, 2006). El suero empleado en la suplementacion de los
medios de maduracion mejora la calidad de los ovocitos y permite obtener satisfactorias tasas de
desarrollo (Lonergan, 1994, Lonergan y col., 1994a). Inicialmente, la concentracion de suero
utilizado durante el periodo de cultivo era alta (>10% v/v) producto esencialmente de alimentar a
las células soporte del co-cultivo (Goto y col., 1992, Catt, 1994, Menck y col., 1997). Luego se
redujo al 5% v/v sin co-cultivo (Holmy col., 1999) continuandose esta tendencia a la baja hasta
el actual 2-3% v/v utilizado principalmente para mantener una alta productividad de blastocistos
sin sacrificar calidad embrionaria (Leivas y cal., 2011).

Algunos efectos negativos que han sido atribuidos al uso de suero en los medios de IVM son:
alteraciones mitocondriales, aumentos de lipidos, alteraciones en la sintesis proteica,
disminucion del ndmero de complejos de unién o gap, entre otros (Pinyopurmmintr y Bavister,
1991, Saeki y col., 1991, Bavister y col., 1992, Rose y Bavister, 1992, Eckert y Niemann, 1995,
Keskintepe y col., 1995, Gliedt y col., 1996, Gandhi y col., 2000, Imai y col., 2002, Abe y Hoshi,
2003, Rizos y col., 2003, Seidel, 2006).
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Debido al importante rol que desempenan las hormonas gonadotrdficas (FSH y LH,
principalmente) en el desarrollo folicular y del ovocito in vivo, y al hecho de que los ovocitos son
extraidos antes de producirse el mecanismo disparador de la continuacion de la meiosis, la FSH
y LH se agregan al medio de maduracion IVM (Leibfried-Rutledge y col., 1989, Younis y cal.,
1989, Zuelke y Brackett, 1990, Armstrong y col., 1991, Van SoomYy de Kruif, 1996, Bevers y cal.,
1997, Izadyar y col., 19980, Choi y col., 2001). En general, los COCs se recuperan de foliculos
antrales de ovarios no estimulados. Estos foliculos estan a varios dias de alcanzar el tamario
preovulatorio ptimo y por lo tanto pueden no haber recibido la suficiente exposicion a las
hormonas y factores de crecimiento necesarios y de esa forma disponer la cantidad de ARNm
minima para lograr un desarrallo in vitro aceptable (Choi y col., 2001, Calder y col., 2005,
Bettegowda y Smith, 2007, Maddox-Hyttel y col., 2007). B agregado de ambas gonadotrofinas
puede ser voluntaria o involuntaria ya que al tratarse de preparaciones provenientes de extractos
hipofisarios, la contaminacion con la otra gonadotrofina es casi inevitable. Las gonadotrofinas
aumentarian la capacidad de desarrollo de ovocitos madurados en medios libres de suero (Saeki
y col., 1990, Saeki y col., 1991). Las condiciones de maduracidn (ovocitos madurados in vivo o in
vitro) tiene una influencia significativa en la tasa de desarrollo embrionario (Rizos y col., 2008).
Aungue una alta proporcion de los ovocitos colectados alcanzaran la maduracion nuclear de
manera espontanea (Sirard y col., 1988), las gonadotrofinas se agregan al medio de maduracion
para inducir la maduracion nuclear y citoplasmética, la expansion del cumulus y para mejorar €l
desarrollo embrionario (Picton y col., 2003, Maddox-Hyttel y col., 2005, van den Hurk y Zhao,
2005, Sirard, 2011, Adhikari y Liu, 2014, Lonergan y Fair, 2016). La hormona foliculo estimulante
(FSH) induce la expansion de las células cumulus (Younis y col., 1989, Sutton-McDowall y cal.,
2004) y junto con la hormona luteinizante (LH), mejora la tasa de fertilizacion y clivaje (Zuelke y
Brackett, 1990, |zadyar y col., 1998a). En la mayoria de los casos, las concentraciones de
gonadotrofinas se afiaden en exceso al medio de meduracion in vitro y no esta claro si son
estrictamente necesarias concentraciones tan altas de FSH y LH. La FSH porcina se suele
anadir al medio de IVM con una concentracién de 0.5-1 ug/ml (Sirard y First, 1988), pero hasta
10 pg/ml se ha utilizado siendo que la concentracion de FSH en el momento preovulatorio es de
aproximadamente 125 ng/ml (Ireland y Roche, 1982, Spicer y Echternkarmp, 1986). La LH ovina
se suele anadir al medio de maduracién a una concentracion de 5 pg/ml, pero los niveles
promedio de LH preowulatoria ronda los 200 ng/ml (Ireland y Roche, 1982, Spicer y
Echternkamp, 1986). Las gonadotrofinas recombinantes son una alternativa a las hormonas
hipofisarias o urinarias ya que son fuentes altamente purificadas de la hormona y que pueden
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permitir la investigacion especifica de los roles individuales de FSH y LH sin contaminacion
cruzada.

Para que las gonadotrofinas actlen in vitro los receptores a FSH y LH en el COC deben estar
presentes y expresarse. En el caso de la FSH existe evidencia de la existencia de receptores
(Cheny col., 1994, van Tal y col., 1996) mientras que el caso de LH es mas controversial (Peng
y col., 1991, van Tal y col., 1996). La funcién reproductora femenina de los mamiferos esta
finamente regulada por un conjunto de sefiales enddcrinas coordinadas que permiten el
desarrollo de los ovocitos competentes, la ovulacion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario
temprano (Webb y col., 1992, Hunter y col., 2004, Adams y col., 2008, Aerts y Bols, 2010b,
Assidi y col., 2013, Assidi y Sirard, 2013, Adams y Singh, 2014, Albertini, 2015). Las
gonadotropinas (principalmente FSH y LH) son los principales factores endocrinos extra-ovaricos
implicados en el control de estas funciones en el ovario (Eppig, 1980, Hillier, 1994, Richards,
1994, Howles, 2000, Richards y Pangas, 2010, Sha y col., 2010). La liberacién de estas dos
hormonas de la glandula pituitaria se rige a través del hipotdlamo por accién de la GnRH
(hormona liberadora de gonadotrofinas) y es modulada por factores ovaricos cono la activina y
la inhibina (Gregory y Kaiser, 2004). Después de la fase no-dependiente o receptiva a la accion
de gonadoatrofinas, el crecimiento folicular se convierte primero FSH-dependiente y luego LH-
dependiente antes de la ovulacion (Hillier y col., 1994, Kumar y col., 1997, Ginther, 2000, Ginther
y col., 2000, Howles, 2000, Hunter, 2003, Zeleznik, 2004). Mentras que la FSH se centra
principalmente en el crecimiento folicular, la proliferacion celular y la produccion de estrégenos,
LH induce la biosintesis de andrégenos, la maduracion final del ovocito y la ovulacion (Wise y
col., 1994, Howles, 2000, Mettioli y Barboni, 2000, Shimada y Terada, 2002, Accardo y cal.,
2004, Sirard y cal., 2007, Panigone y col., 2008).

La FSH mejora la meduraciéon de los ovocitos (tanto nucleares y citoplasméticas), la expansion
de las células del cumulus, la tasa de fertilizacidn y el desarrollo embrionario temprano en varias
especies de mamiferos incluyendo el bovino (van Tol y col., 1996, Ali y Sirard, 20020, Nivet y
col., 2012), ratén (Adriaens y col., 2004), cerdo (Ye y col., 2005, Wu y col., 2007, Sasseville y
col., 2009) y humanos (Berkkanoglu y col., 2007, Hillier, 2009, Yan y col., 2011). El receptor a
FSH se expresaria en las células de la granulosa y cumulus desde la etapa de foliculo
secundario en la mayoria de los mamiferos, incluyendo ratones, cerdos, ovejas, vacas y seres
humanos (Salustri y cal., 1989, Merriman y col., 1998, Anderiesz y cal., 2000, Accardo y cal.,
2004, Ali y Sirard, 2005, Ye y col., 2005). Durante el periodo preovulatorio, la FSH domina el
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control del crecimiento folicular mientras que a momento de la ovulacion, la LH toma un rol
central tanto en el bovino como en humanos (OHerlihy y col., 1980, World y cal., 1980, Zafeiriou
y col., 2000, Blondin y col., 2002, Dieleman y col., 2002, Baerwald y col., 2009). Asumiendo que
los receptores de LH estan ausentes en las células del cunmulus (Amsterdamyy col., 1975, van Tol
y col., 1996, Nuttinck y col., 2004), la FSH ha sido la principal gonadotrofina utilizada en IVM
para desencadenar la maduracion de los ovocitos (Leibfried-Rutledge y col., 1989, Sirard y
Blondin, 1996, Ali y Sirard, 2002b, Picton y col., 2003, Sirard y col., 2007, Landim-Alvarenga y
Meziero, 2014, Lonergan y Fair, 2016).

Para ser efectiva la LH depende de la expresion y funcionalidad del receptor a LH en el foliculo.
La expresion de este receptor ha sido reportada en la teca y células de la granulosa (Camp y
col., 1991, Robert y cal., 2003, Park y cal., 2004), pero estaria ausente tanto en el ovocito como
en las células del cumulus (Amsterdamy col., 1975, van Tal y col., 1996, Nuttinck y col., 2004).
Se ha propuesto recientemente que el efecto de induccion meidtica de la LH sobre las células del
cumulus estaria mediada indirectamente a través de los factores de crecimiento tipo EGF (Park y
col., 2004, Panigone y cal., 2008, Zhang y coal., 2009, Reizel y col., 2010). Por lo tanto no seria
necesaria la adicion de LH en los medios IVM (Anderiesz y col., 2000, Choi y col., 2001, Ali y
Sirard, 20020b). Sin embargo se han reportado trabajos donde informan la expresion del receptor
a LH en células del cumulus en ratas, cerdos, y humanos (Peng y col., 1991, Shimada y cdl.,
2003, Kawashima y col., 2008, Jeppesen y col., 2012) sefialando cierta controversia en el tema
(Assidi y cal., 2013).

Hoy existe la posibilidad de utilizar FSHy LH recombinante. Estas hormonas son producidas por
ingenieria genética avanzada y entre sus principales ventajas se pueden mencionar la pureza y
riesgo sanitario minimo (Bergh, 1999, Agrawal y col., 2000). Los resultados utilizando FSH
recombinante humana (rhFSH) no muestran una ventaja significativa respecto de la hormona
pituitaria (Bevers y col., 1997) con excepcion de medios de maduracion libres de suero (Calder y
col., 2003).

Uno de los cambios mas visibles de la maduracién in vitro es la expansion de las células del
cumulus. Ademés de multiplicar su érea de cobertura, el cumulus produce sustancias adherentes
que permite que el ovocito sea atrapado por las finbrias del oviducto e interaccione con el
espermatozoide durante la penetracion en el momento de la fecundacion (Tanghe y col., 2002,
Van Soomy col., 2002, Tanghe y col., 2003).
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Durante el periodo de maduracion el estrés oxidativo puede transformarse en dario o perjuicio
para el ovocito cuando se produce un desequilibrio entre los factores pro-oxidantes y las
defensas antioxidantes (Balaban y col., 2005, Agarwal y col., 2012). Los efectos adversos del
estrés oxidativo sobre calidad del ovocito y su apropiado funcionamiento pueden producir
fragmentacion en el ADN, oxidacién de proteinas y la peroxidacion de lipidos (Dalvit y col.,
2005b, Furnus y col., 2008, Morado y col., 2009, Pandey y col., 2010). La sintesis de glutation
(GSH) durante la maduracion in vitro tendria un papel importante sobre el desarrollo del enbridn
ya que protegeria al ovocito del dano oxidativo (Lord y Aitken, 2013, Tsunoda y col., 2013). E
aumento de las concentraciones de GSH durante IVIM en ovocitos bovinos mejor el desarrollo
embrionario (de Matos y col., 1995, Myarmura 'y col., 1995, de Matos y col., 1996, Fumus y cal.,
1998). E darno oxidativo causado por las especies reactivas al oxigeno (ROS) son altamente
reactivas e inestables. Ellas pueden reaccionar con acidos nucleicos, lipidos, proteinas, hidratos
de carbono para adauirir un electron y recuperar la estabilidad. Estas reacciones inducen una
cascada de sucesos posteriores en cadena que finalmente, pueden resultar en dario celular (de
Lamirande y Gagnon, 1994, Ford, 2004, Agarwal y col., 2006b, Agarwal y col., 2012). Las ROS
estan implicadas en una amplia gama de disfunciones reproductivas incluyendo la maduracion
de ovocitos, la esteroidogénesis, la funcion del cuerpo IUteo, y la capacitacion e hiperactivacion
espermdtica (Rueda y col., 1995, Aitken, 2000, Behrman y cal., 2001, Agarwal y col., 2005,
Agarwal y col., 2006a, Ruder y col., 2008, Sordillo y Aitken, 2009, Pandey y col., 2010, Tsunoda
y col., 2013). En concreto, las ROS pueden causar roturas en cadena de ADN (Takahashi y col.,
2000, Wei y Lee, 2002, Combelles y coal., 2009), inducir apoptosis en los ovocitos y durante el
desarrollo embrionario temprano (Tatemoto y col., 2000, Guerin y col., 2001, Zhang y col., 2006,
Janc€ar y col., 2007, Ryter y col., 2007) o provocar el envejecimiento del ovocito (Tarin, 1996,
Fissore y col., 2002, Goud y col., 2008, Tatone y col., 2008, Lord y Aitken, 2013). Bajo
condiiciones de cultivo in vitro, los sistemas anti-oxidantes pueden atenuar los efectos deletéreos
del estrés oxidativo causado por ROS (Del Corso y col., 1994, Ponpella y col., 2003,
Trachootham y col., 2008). Los tioles cono la cisteina, b-mercaptoetanol o cisteamina han
demostrado ser efectivos como sistemas anti-oxidantes y tener efectos beneficiosos en la
viabilidad de los ovocitos y mantener, e incluso mejorar, las diversas funciones de sus células
(de Matos y cal., 2002b, Ali y cal., 2003). El agregado de tioles al medio de maduracién aumenta
los niveles de GSH intracelular durante la maduracién de ovocitos bovinos (de Matos y cal.,
1995, de Matos y col., 1996, de Matos y col., 1997, Caamario y cal., 1998, de Matos y Furnus,
2000, de Matos y col., 2002a, Ali y col., 2003, Furmus y col., 2008, Deleuze y Goudet, 2010). La
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concentracion de GSH esta altamente correlacionada con la presencia y cantidad de células del
cumulus (Caamario y col., 1998, Cetica y cal., 2001, de Matos y col., 2002b, Tanghe y cal., 2002,
Fatehi y col., 2005, Luberda, 2005, Maedomari y col., 2007) y el contenido de GSH aumenta
durante el transcurso del periodo de maduracion alcanzado el pico en la etapa de metafase |
para luego caer durante rdpidamente en los estadios embrionarios tempranos (Harvey y coal.,
2002, Luberda, 2005, Takahashi, 2012).

1.2.3. Tension de oxigeno durante IVM, FIVy IVC

En el bovino, las condiciones atmosféricas en IVM més tilizada es 5% de CO- en aire (20%de
oxigeno), siendo que la tensidn de oxigeno es mas baja tanto en €l tracto reproductivo femenino
(Fischer y Bavister, 1993, Bavister, 1995) cono tarmbién en el foliculo antral (Redding y cal.,
2008, Thompson y col., 2015). Durante el cultivo enmbrionario, especialmente en condiciones
libres de células soporte (co-cultivo), la concentracion de oxigeno de 5-7% seria Optima
(Thompsony col., 1990, Takahashi y col., 1996, Olson y Seidel, 2000). Este consenso no ha sido
totalmente alcanzado para el bovino donde ciertos reportes demuestras efectos beneficiosos
bajo condiciones de baja tensidn de oxigeno durante la IVM (Hashimoto y col., 2000a, Kruip y
col., 2000, Leivas y col., 2006, Bermejo-Alvarez y cal., 2010b) y otros efectos perjudiciales
(Pinyopummintr y Bavister, 1995, Watson, 2000, de Castro e Paula y Hansen, 2007). Durante la
fertilizacién, la tension de oxigeno ha mostrado efectos positivos (Takahashi y Kanagawa, 1998)
como negativos (Pinyopummintr y Bavister, 1995, Bermejo-Alvarez y col., 2010b). H
metabolismo de la glucosa durante la IVM esta ligado a la tension de oxigeno y generacion de
ROS. H estrés oxidativo excesivo impacta negativamente en la capacidad de desarrollo de
ovocitos y embriones (Johnson y Nasr-Esfahani, 1994, Guerin y col., 2001). En condiciones de
alta tensién de oxigeno durante la IVM es necesario una baja concentracion de glucosa para
mantener la competencia del desarrollo (Hashimoto y col., 2000b). Una baja concentracion de
glucosa favorece la disminucion de ROS y aumenta el GSH, mientras que una alta concentracion
de glucosa puede inhibir las enzimas responsables de la sintesis de GSH, lo que puede afectar
la capacidad de los ovocitos para reducir los niveles de ROS (Hashimoto y col., 2000b). La baja
tension de oxigeno durante la maduracion in vitro de los ovocitos bovinos seria beneficiosa
debido a la disminucion de los ROS, principalmente (Krisher, 2004). Si bien la produccién de
ATPy la progresion a metafase |l se inhiben en un ambiente con bajo oxigeno, la generacion de
ATP a través de la gluclisis y la proporcién de ovocitos que alcanza Ml aumenta cuando se
agrega glucosa (Hashimoto y col., 2000b).
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Los sistemas de co-cultivo con células sométicas, tales como células del oviducto o células de
granulosa (Lim y Hansel, 1998, Pegoraro y col., 1998), y sistemas de cultivo libres de células
como el SOF suplementado con FCS (Holm y col., 1999, Krisher y col., 1999), producen
porcentajes de desarrollo de embriones similares. Estos dos sistemas difieren tanbién en la
tension de oxigeno bajo la cual se cultivan los embriones: 20% de O» durante el cultivo en
condiciones de co-cultivo, mientras que 5% de O: se Utiliza en condiciones de cultivo libre de
celulas. Cuando los embriones se cultivan en ausencia de células sométicas, altas tensiones de
oxigeno pueden afectar negativamente el desarrollo in vitro de embriones bovinos (Fukui y col.,
1991). Se ha propuesto que las células sométicas, durante el co-cultivo, disminuyen la tension de
oxigeno en la zona adyacente al embridn (Bavister, 1988) y de esta forma ayudan a mitigar el
efecto negativo de la alta tensidn de oxigeno (Eppig y Wigglesworth, 1995).

1.3. Fecundacion in vitro (FIV)

La fecundacidn consiste en una serie programada de eventos complejos que protagonizan las
gametas masculina y femenina. Se inicia con la fusion de las membranas plasméticas del
espermatozoide y del ovocito y finaliza con la formacion del cigoto. Solo los ovocitos que han
medurado (maduracion meidtica y citoplasmatica) pueden ser fecundados y desarrollarse
normalmente hasta el estadio preimplantacional de blastocisto (Parrish y First, 1991, Sirard y
Blondin, 1996). La fecundacién in vitro transcurre entre 18 y 24 horas luego de iniciada la VM
donde los ovocitos “maduros” son co-cultivados con espermatozoides capacitados a los fines de
lograr la penetracion de la zona pellicida v la fusién del espermatozoide y el ovocito (Brackett,
1973, Brackett y col., 1978, Brackett y col., 1980, Brackett, 1985, First y Parrish, 1987, Greve y
Madison, 1991, Kato y Iritani, 1993, Bavister, 2002, Hasler y Barfield, 2014)

Para una fertilizacion exitosa se requiere de espermatozoides y ovocitos con todas sus funciones
intactas y competentes, como tanmbién condiciones de incubacion compatibles con sus
actividades y funciones biolégicas (Parrish y First, 1991, Wassarman, 1994). “In vivd', el tracto
reproductivo de la hermbra provee estas condiciones mientras que “in vitrd’, se intenta imitar este
ambiente utilizando medios de fertilizacidn y factores capacitantes (Byrd, 1981, Wright y Bondiali,
1981, Chang, 1984, Dalvit y col., 1995, Baldi y cal., 2000, Wassarman y col., 2001). El medio de
fertilizacién mas utilizado actualmente, no replica las condiciones “in vivo® de manera efectiva
(Parrishy col., 1986, Parrish y col., 1999).
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La formulaciéon de un medio de fertilizacion debe ser capaz de proporcionar el entorno y
condiiciones necesarias para favorecer/maximizar la penetracion de cada ovocito maduro por un
espermatozoide capacitado. Ademas, debe contener ingredientes que ademas de sostener la
normal actividad metabdlica de las gametas, deben promover la motilidad espermética,
capacitacion, la union de las gametas y el inicio del desarrollo embrionario temprano (Ball y cal.,
1983, Gordon, 2003e). Varios componentes quimicos incluyendo la heparina (Parrish y cal.,
1988, Mendes y col., 2003), cafeina (Coscioni y col., 2001), cafeina mas heparina (Niwa y
Ohgoda, 1988, Park y col., 198%, Tajik y Niwa, 1998), glucosa (Umer y Sakkas, 1996), calcio
(Byrd, 1981, Parrish y col., 1999, Coscioni y col., 2001), bicarbonato (Lee y Storey, 1986,
Boatman y Robbins, 1991, Suzuki y col., 1994, Tajik y col., 1994) e inositol (Kline y Kline, 1994,
Ho y Suarez, 2001c) han resultado ser indispensables para lograr una fertilizacion exitosa.
Medios “sinples” con alta carga ionica (“hipertonicos”), como el Brackett y Oliphant (BO)
(Brackett y Qliphant, 1975a), TALP-FIV (tyrode's albumin lactate pyruvate medium) (Parrish y
col., 1986, Parrish y col., 1999) y mas recientemente el SOF-FIV (Gandhi y col., 2000, Ferré y
col., 2013) y el M199-FIV (Nedambale y col., 2006a) han sido ampliamente utilizados para lavar
sermen congelado y fecundar ovocitos in vitro. Entre las diferencias més notorias se encuentra el
tiempo de fertilizacion. Bl TALP-FIV y SOF-FIV requieren >10 hs mientras que el BO demanda 5
6 hs como méaximo (Brackett y Qliphant, 1975a, Ward y col., 2002).

El medio TALP es una preparacion Tyrode modificada que contiene 25 mM de bicarbonato de
sodio y albumina sérica (0,6% wiv). Bl medio Tyrode/albdmina (TA) se modifica adicionalmente
con cantidades variables de fuentes de energia cono el lactato de sodio y piruvato (LP). Las
concentraciones Optimas de estas fuentes de energia son 10 mM lactato y 1,0 mM piruvato en
presencia de 5,6 mMVl de glucosa, 285-295 mOsm de osnolaridad. Cuando se utiliza TALP como
el medio de la fertilizacién, BSA se enmplea como fuente proteica. Algunos estudios han
demostrado que la suplementacion proteica no seria esencial cuando los ovocitos estan
rodeados por células del cumulus, pero es esencial cuando los ovocitos estan libres de cumulus
(Tajik y col., 1993, Saeki y col., 1994). Una alternativa al medio TALP como medio de fertilizacion
es el SOF (Lazzari y cal., 1999, Tenit y Pugh, 2000). Comparaciones entre el TALP y SOF
revelaron que la calidad de los embriones producidos a dia 7 fue significativamente superior en
el medio FIV SOF suplementado con aminoécidos esenciales (EAA), aminocidos no esenciales
(NEAA), glutamina y glicina (Lazzari y col., 1999). Bl medio FIV SOF sin glucosa resulté ser més
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adecuado que el TALP y que la suplementacion con aminoacidos al medio habia mejorado la
calidad de los embriones (Lazzari y col., 1999).

La fecundacién implica un aumento transitorio en la concentracion intracelular de Ca2+ libre en
los ovocitos, que comienza con la liberacién de Ca?+ a partir del sitio de union con el
espermatozoide. La fecundacion estaria controlada principalmente por la interaccién entre el
espermatozoide y componentes del ovocito. El ovocito y las moléculas de adhesion en la
superficie del espermatozoide regulan el proceso de fecundacion (Kopf y cal., 1990, Wassarman,
1994, Topfer-Petersen y col., 2000, Brewis y col., 2005). El espermatozoide debe someterse a un
evento de exocitosis antes de que pueda fecundar el ovocito. El mecanismo inplicado en la
unién espermatozoide-ovocito se basa en la interaccion de las proteinas y carbohidratos
presentes en la superficie de los gametas (Primakoff y Myles, 2002, Talbot y col., 2003). La
fecundacion marca el inicio de la transicion del ovocito a embrion y el estimulo para la activacion
del ovocito originado por un aumento en la concentracién de calcio intracelular liberado de las
reservas intracelulares en el reticulo endoplasmético (Snell y White, 1996, Talbot y col., 2003,
Kaji y Kudo, 2004, Wassarman y cal., 2005). H calcio es un segundo mensajero enpleado por
una variedad de células para transmitir sefiales generadas por diversos factores (Stricker, 1999,
Swann y Parrington, 1999, CGiapa y Chiri, 2000, Williams, 2002, Malcuit y col., 2006, Whitaker,
2006, Whitaker, 2008, Wakai y col., 2011, Kashir y col., 2014). El calcio tipicamente lleva a cabo
su papel de sefializacion en la forma de liberaciones muy cortas (picos) mediante un aumento de
la concentracion de calcio libre intracitoplasmética y que se repiten periddicamente (oscilaciones
de calcio) (Ciapa y Chiri, 2000, Malcuit y col., 2006). En los ovocitos, las oscilaciones de calcio
se producen durante la maduracién meidtica y en la fertilizacion, y desencadenan su activacion;
mientras que después de la fertilizacion, las oscilaciones continuaran hasta la formacién del
prontcleo (Williams, 2002, Kaji y Kudo, 2004, Tosti, 2006, Kashir y col., 2014). Sobre la base de
que el espermatozoide absorbe calcio durante su periodo de capacitacion, se propone que es el
espermatozoide quien seria responsable de inyectar calcio o de mediar la entrada de calcio en el
ovocito (Homa, 1995). En el primera opcidn, el espermatozoide actuaria como hormona
uniéndose a los receptores especificos de la membrana plasmética de los ovocitos; mientras que
en el segunda teoria, el espermatozoide desencadenaria la liberacién de calcio luego de la
fusion con el ovocito y luego introduciéndolo directamente en el ooplasma (Ciapa y Chiri, 2000,
Topfer-Petersen y col., 2000, Evans, 2002, Primakoff y Myles, 2002, Williams, 2002, Gadella y
Evans, 2011, Kashir y cal., 2014).
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La fecundacion implica la activacion del ovocito por el espermatozoide; sin este estimulo, €l
ovocito incapaz de formar los prontcleos y convertirse en un cigoto. Una caracteristica notable
de la activacién es que el vitelo se reduce en volumen, expulsando fluido en el espacio
perivitelino. Al mismo tiempo, la cabeza del espermatozoide se transforme en el pronlcleo
masculino. La transformacion del nicleo del espermatozoide implica la disolucion de la envoltura
nuclear y la descondensacion de la cromatina en el ooplasma. Los cambios morfolégicos que
experimenta el espermatozoide durante la transformacion en el pronlcleo masculino son: 1)
descondensacion del nlicleo del espermatozoide; 2) re-condensacion del nicleo del
espermatozoide; 3) re-descondensacion del nlcleo del espermatozoide; 4) formacion del pre-
pronucleo; y 5) pronticleo masculino (Collas y Poccia, 1998, Chiany cal., 1999).

Luego de la reaccidn acrosdmica (RA) el espermatozoide pierde el contenido acrosomdl
quedando expuesta la membrana acrosomal intema. Esta se encuentra fusionada a la
membrana plasmatica de la region posacrosomal de la cabeza del espermatozoide, formando el
segmento ecuatorial. Es por este segmento, donde comienza la fusion de las membranas
plasméticas entre ambas gametas (Elder y col., 2010). Una vez atravesada la zona pellucida
(ZP) el espermatozoide alcanza el espacio perivitelino. La penetracion de la ZP es el resultado
de la accidén coordinada de las enzimas acrosomales liberadas en la RA'y la fuerza de empuje
desarrollada por el movimiento del espermatozoide, que agita la cola de lado a lado y la cabeza
de adelante a atras (Topfer-Petersen y col., 2000, Wassarman y col., 2004, Elder y cal., 2010,
Gadella, 2010, Gadella y Evans, 2011). Una vez en el espacio perivitelino, la menmbrana
plasmética del espermatozoide se une al oolema. La fusion, que primeramente involucra solo a
la cabeza del espermatozoide, en algunos mamiferos continlia hasta la incorporacion del cuerpo
conpleto del espermatozoide dentro del citoplasma del ovocito (Elder y col.,, 2010). Las
mitocondrias presentes en la cola del espermatozoide son degradadas y sblo las mitocondrias
maternas pasaran a la siguiente generacion (Cummins, 2000, Luo y cal., 2013, Sato y Sato,
2013). En este momento los granulos corticales se fusionan con la membrana plasmética del
ovocito liberando su contenido dentro del espacio perivitelino. Las enzimas hidroliticas y
glicoproteinas liberadas modifican las caracteristicas fisicogquimicas de la ZP evitando la entrada
de nuevos espermatozoides y por lo tanto la polispermia. A este proceso se lo conoce como
reaccion cortical o de zona. Al mismo tiempo, la membrana plasmética del cigoto se convierte en
un mosaico formado por las membranas de los granulos corticales y la membrana plasméatica
original. Ademas, se genera un fuerte endurecimiento de la zona pellcida (Katska y col., 1989,
Coy y col., 2008b, Canovas y cal., 2009, Papi y col., 2010, Liu, 2011). El endurecimiento de la ZP
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pareceria tener como objeto contribuir en el bloqueo a la polispermia y de esa forma evitar la
penetracion de varios espermatozoides (Katska y col., 1989, Coy y cal., 2002, Coy y col., 20080,
Canovas y col., 2009, Papi y cal., 2010). La polispermia es un problema comin de la FIV en
muchas especies (Wang y col., 2003, Tsaadon y col., 2006, Dale y DeFelice, 2011),
presentandose en el porcino con una frecuencia mayor (Abeydeera, 2002, Coy y Romar, 2002,
Funahashi, 2003, Suzuki y col., 2003) en comparacion al bovino (Fukui y col., 1991, Papi y cal.,
2012) o a humano (van der Ven y col., 1985, Balakier, 1993, Aoki y col., 2005). Los niveles
maximos de polispermia reportados después de la fecundacion in vitro llegan al 50% en el caso
del cerdo y 25% para el bovino (Coy y cal., 2008b). Si bien el endurecimiento de la ZP después
de la fecundacién pareceria ser un evento comin en los mamiferos (Sun, 2003), otros estudios
muestran gue los ovocitos porcino y bovino fecundados no presentan el endurecimiento de la ZP
(Coy vy cal., 2002, Coy y Romar, 2002, Coy y col., 2005, Coy y col., 2008b). Uno de los
mecanismos propuestos para bloquear la polispermia es un aumento de la resistenciade la ZP a
la digestion proteolitica como consecuencia de la exocitosis de granulos corticales que se
produce poco después de la fertilizacion. Sin embargo, pareceria que la ZP de los ovocitos de
cerdo y bovino se endurece antes de la fecundacidén. Por tal motivo se especula que tal
endurecimiento ZP pre-fertilizacion podria estar inplicado en el control de polispermia, y su falta
en los ovocitos madurados in vitro podria ser una de las razones del incremento en la
polispermia post-fecundacion (Coy y coal., 2008a, Coy y col., 2008b, Coy y Aviles, 2010).

La polispermia (la penetracion del citoplasma de ovocito por mas de una espermatozoides) es
una condiicién patoldgica gue usualmente causa la muerte temprana del embridn (Hunter, 1991).
Aunque la prevalencia de la polispermia en condiciones in vitro es moderada/baja, en los
sistemas FIV sigue siendo un obstaculo importante ya no siempre es factible de detectarla a
tiempo produciendo pérdidas econdmicas importantes sobre todo cuando enbriones con alguna
anomalia son transferidos (Wang y col., 2003, Tsaadon y col., 2006, Coy y col., 2008a, Dale y
DeFelice, 2011). La entrada del espermatozoide en el citoplasma del ovocito induce la liberacion
de los contenidos de los granulos corticales, que modifican la membrana viteling, la zona
pellcida (ZP), o ambos, haciéndola refractaria a la entrada de otro espermatozoide (Hoodbhoy y
Talbot, 1994, Raz y Shalgi, 1998, Liu, 2011, Papi y col., 2012) y finalizando con cambios en las
propiedades mecanicas y la resistencia de la ZP a la proteasa (Yu y col., 2003, Papi y cal.,
2010). Sin embargo, si bien existen grandes similitudes en los mecanismos de fecundacién entre
roedores y ungulados, observaciones en ovocitos porcinos y bovinos ovocitos no fecundados,
muestran que la resistencia a ZP pronasa dura desde horas hasta dias (Katska y col., 1989,

60



Katska y col., 1999, Kolbe y Holtz, 2005, Coy y col., 2008b), en contraste con la resistencia que
exhibe la ZP de ovocitos de raton o hamster antes de la fertilizacion (de segundos a minutos)
(Gulyas y Yuan, 1985, Yang y Yanagimachi, 1989). De esta manera la ZP de ovocitos en
ungulados podria estar sometida a modificaciones durante el transito en el oviducto (antes de la
fertilizacién) que afectan su resistencia a la digestion con pronasa y por lo tanto su interaccion
con el esperma (Kimy col., 1996, Coy y col., 2002, Coy y col., 2005, Coy y col., 2008b). Esto
podria representar un mecanismo adicional para controlar la polispermia, diferente a los cambios
producidos o inducidos por la reaccion cortical. Esto se apoyaria en la opinion de que los
espermatozoides necesitarian para penetrar la ZP, a menos en parte, del enpuije fisico
(Bedford, 2004), y sdlo aguellos con la capacidad (o la fuerza) de cruzar la ZP endurecida
(resistente a la proteasa) tendria éxito en la fecundacion del ovocito. A esto se le sumaria las
modificaciones que experimenta la ZP revistiéndose de los sitios de union de espermatozoide-ZP
(Rodeheffer y Shur, 2004, Lyng y Shur, 2006), lo que representa un mecanisno diferente para
seleccionar el espermatozoide fecundante (Schatten, 2008, Horman y Fissore, 2015). La
seleccion del espermatozoide, ya sea por resistencia a pronasa pre-fecundacién o por union
selectiva a la ZP, puede representar las diversas formas mediante la cual se regula la
polispermia (Wang y col., 2003, Tsaadon y col., 2006, Coy y col., 2008a, Dale y DeFelice, 2011,
Papi y cal., 2012).

La FIV en el bovino se redliza rutinariamente a una concentracion fija de 1 millén de
espermatozoides/ml con una proporcidn de espermatozoides-ovocito de 5000:1 (Rizos y cal.,
20023, Rizos y col., 2002c, Ward y col., 2002). Incrementar la relacion de espermatozoides-
ovocito por encima de 5000: 1 no aumentaria la tasa de dlivaje ni de formacién de blastocistos
(Heeres y cal., 1996, Tanghe y col., 2000). B cambio de tamario de gota de fertilizacion de 50
a 500 ul tarmpoco tuvo efecto (Tanghe y cal., 2000).

Generalmente, los ovocitos bovinos maduros son co-incubados con espermatozoides durante
mas de 16 horas. En contraste con lo que ocurre in vivo donde el ovocito ovulado se encuentra
con muy pocos espermatozoides en el lugar de la fecundacion, el ovocito esta rodeado de un
gran numero de espermatozoides en la gota FIV. En el oviducto, por lo general hay tiempo
suficiente para el bloqueo contra la polispermia se active antes de que otro espermatozoide de la
misma o siguiente oleada llega a la célula (Florman y Fissore, 2015, Suarez, 2015). En la placa
de FIV en condiciones in vitro, existe la posibilidad de que el bloqueo para evitar la polispermia
no tenga el tiempo suficiente para activarse. Se ha examinado €l efecto del tiempo de exposicidn
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de los espermatozoides y los ovocitos en el resultado de la fecundacion in vitro. Se ha
encontrado que un periodo de 24 h de co-incubacion produce altas tasas de fertilizacion (76%)
mientras que en periodos mas cortos de co-incubacién (412 h) las tasas fueron
significativamente mas bajas (25-54%) (Rehman y col., 1994). Los sistemas de fecundacion in
vifro mas comunes en bovinos contermplan la co-incubacion de espermatozoides y ovocitos por
un periodo corto (<8 h) o largo (> 16 h). La exposicién breve de los ovocitos a los
espermatozoides podria mejorar el resultado de la FIV al incrementar la calidad del embrion
(Berland y col., 2011), pero puede conducir a tasas de clivaje y desarrollo mas bajas (Ward y
col., 2002, Kochhar y col., 2003). Durante la co-incubacién prolongada (> 16 h), los ovocitos y
cigotos pueden estar expuestos a condiciones sub-Gptimas de cultivo debido al aumento de ROS
producido por los espermatozoides muertos y las enzimas hidroliticas liberadas (Baker y Aitken,
2004, Dalvit y col., 2005b, Tsunoda y cal., 2013). H tiempo de co-incubacion de las gametas
durante 18-24 horas con una concentracion de espermatozoides entre 1 a 1,5 x10° por ml puede
lograr tasas aceptables de clivaje y desarrollo embrionario (Long y col., 1994, Rehman y cal.,
1994, Rizos y col., 2002¢c, Ward y col., 2002), pero una reduccion de la co-incubacién a 10 horas
utilizando la misma concentracion espermatica también puede rendir tasas similares de clivaje y
blastocistos (Ward y col., 2002). Otras metodologias incluyen el acortamiento sustancial del
tiempo de co-incubacién do (<6 h) sumado a un aumento significativo de la concentracion
espermdtica (hasta 6 x10¢/ml) (Brackett y Qliphant, 1975a, Nedambale y col., 2006a). Tanto la
alta concentracién espermética como el intervalo prolongado de co-incubacion pueden resultar
en un exceso de espermatozoides muertos que podria inducir el endurecimiento de la zona
pellicida y comprometer la FIV 'y la viabilidad de los enbriones (Gianaroli y col., 1996a, Gianaroli
y col., 1996b, Kattera y Chen, 2003). Se han propuesto protocolos alternativos para evitar la
exposicion prolongada del ovocito a una alta concentracion de espermatozoides. Entre las
estrategias propuestas figura la co-incubacion de ovocitos y espermatozoides durante pocas
horas seguido de un lavado de los ovocitos para remover cualquier exceso de espermatozoides
adheridos y continuar la FIV por otras 12-15 h (Berland y col., 2011). Esta metodologia es
también utiliza en el cerdo con la finalidad de reducir la polispermia (Coy y Romar, 2002,
Funahashi, 2003) y mejorar la eficiencia de la FIV (Grupen y Nottle, 2000, Gil y col., 2004, Nagai
y col., 2006, Gil y col., 2007).

La co-incubacion prolongado de ovocitos y espermatozoides durante la FIV podria tener efectos
adversos sobre el desarrollo embrionario posterior debido a la produccion excesiva de ROSy a
la tasa de polispermia que probablemente aumente con una co-incubacion prolongada (Sumantri
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y col., 1996). Los espermatozoides que rodean a los COCs durante la FIV lo hacen dentro de las
2 primeras horas de iniciado la co-incubacion (Sumantri y col., 1996). En ganado ceby, los
resultados de la FIV no mejoran cuando los espermatozoides y ovocitos son co-incubados
durante mas de 12 h, independientemente del método de seleccidn de espermatozoides utilizado
(swing-up, gradientes de Percoll, lavado por centrifugacion) (Dode y col., 2002).

El semen congelado ha mostrado ser mas susceptible a la peroxidacion lipidica y al dafio por
radicales libres que el semen fresco (Bell y col., 1993, Vishwanath y Shannon, 1997, Bilodeau y
col., 2001, Foote y cal., 2002). La significancia e impacto de los radicales libres sobre la funcién
espermatica esta bien documentada (de Lamirande y Gagnon, 1995, Griveau y Le Lannou, 1997,
Lapointe y Bilodeau, 2003, Fuijii y col., 2005, Killian, 2011). Entre los efectos mas notorios
podemos remarcar perdida de motilidad espermética, capacidad disminuida de fusionarse con €l
ovocito y menor capacidad fecundante debido a la peroxidacion de los lipidos de la membrana
plasmética del espermatozoide (Aitken y cal., 1989, Aitken y Fisher, 1994, Aitken, 1995, Opuwari
y Henkel, 2016). En consecuencia, €l uso de antioxidantes podria resultar benéfico para
preservar la integridad y capacidad fecundante de los espermatozoides (Irvine, 1996, Boquest y
col., 1999, Dalvit y col., 2005a) e incrementar la tasa de ovocitos fecundados y clivaje (Parrish y
First, 1991, du Plessis y cal., 2008, Xu y col., 2009, Parrish, 2014). Generalmente, los medios
FIV no presentan en su formulacién un agente antioxidante. Como consecuencia de €llo, el
semen se encuentra desprotegido contra los radicales libres y los procesos oxidativos (Aitken y
col., 1989, Sanocka y Kurpisz, 2004, du Plessis y col., 2008, Aitken y col., 2012). Los diferentes
medios de fecundacion utilizados para fertilizar los ovocitos in vitro se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Medios FIV. Principales diferencias

Reactivo\Medio BO M199-FIV TALP-FIV SOF-FIV

o (Bracketty (Nedambale y (Parrishy | (Ferréycal.,
Publicacion

Oliphant, 1975a) col., 2006a) col., 1999 2016)

Acido ascdrbico (mV) 0,0003
Cafeina (m\V)) 10 10
Fructosa (mM) 0,5
Glucosa (m\V) 13,9 139
Giutation (mV) 0,0002
Hepes (mM) 25

63



NaCl (mM) 112 103 114 107,7
NaHCOs (miM)) 37 37 26 25
KG (m\V) 4,02 537 32 7,16
Moinositol (mV) 0,0003

KH2PO4 (mV) 1,19
Sodium Lactate (miV)) 10 53
NaH2PO4 (m\V) 0,83 0,88 04

CaCl2-2H0 (M) 2,25 1,36 1,8 1,7
MgSO47H20 (m\) 0,52 0,88

MgCl2.6H0 (M) 0,5 0,49

Bajo condiciones “in vivd', los espermatozoides potencialmente fértiles son separados de los
espermatozoides inmdviles, anormales, debris y plasma seminal en el tracto genital de la hembra
durante la migracion a través de del cervix y Utero (Hafez y Hafez, 2000b). Durante este proceso,
los espermatozoides con motilidad progresiva, funcionales y con acrosoma intacto experimentan
cambios fisiologicos donde adauieren la competencia para fecundar el ovocito (“capacitacion”)
(Hafez y Hafez, 2000b, Gordon, 2003b, Suarez, 2015).

La fertilizacion in vitro ha sido utilizada con éxito para el tratamiento de algunos problemas de
infertilidad humana desde 1978. Recién en el arfo 1982 se obtuvo el primer termero nacido de
ovocitos fertilizados y cultivados en condiciones de laboratorio (Brackett y col., 1982) y a inicios
de los "90, el primer ternero completamente producido in vitro (Fukuda y col., 1990). Esto generd
una necesidad de mejorar las técnicas de separacion de espermatozoides con el fin de
incrementar la poblacién de espermatozoides con alta motilidad progresiva, morfologia normal,
limpios de impurezas, medio de congelacion y plasma seminal (Parrish y col., 1986, Leibfried-
Rutledge y col., 1989, Zavos, 1992, Parrishy col., 1995, Rodriguez-Martinez y cal., 1997).

La calidad post-descongelado del semen bovino es muy variable y acondicionar los
espermatozoides para lograr una fertilizacion exitosa resulta extremadamente importante (Veznik
y col., 2007). Son variados los métodos para enriquecer una muestra con espermatozoides
motiles, libres de plasma seminal y medio de congelacién. Entre ellos podermos mencionar el uso
de centrifugacion por gradiente de densidad, swimrup y combinacién de swim-up/swim-down
(Berger y col., 1985, Van der Zwalmen y col., 1989, Mortimer y Mortimer, 1992, Mortimer, 1994,
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Avery y Greve, 1995, Leonetti y col., 1995, Mortimer, 2000a, Henkel y Schill, 2003, Morrell, 2006,
Paasch y col., 2007, Henkel, 2012). Estos métodos, en su mayoria, provienen de intentar la
separacion de espermatozoides X e Y, para la obtencidn de semen "sexado” (Gledhill, 1988, Han
y col., 1993, Mortimer, 1994, Gawecka-Szczygiel y Kurpisz, 1995, Haherty y Matthews, 1996, De
Jonge y col., 1997, Mortimer, 20003, Yan y col., 2006, Wolf y col., 2008).

Ademas de la separacion de espermatozoides con alta motilidad progresiva, remover el plasma
seminal, agentes crioprotectores, material diluyente y debris, también puede iniciar la
capacitacion (Centola y col., 1998).

Existen 4 métodos basicos para separar espermatozoides motiles del plasma seminal y medio de
congelamiento (Mortimer, 1994, Mortimer, 2000a, Henkel y Schill, 2003, Henkel, 2012):

1-dilucion y lavado, 2-migracion, 3-Havado selectivo por gradiente de densidad y 4-métodos
adherentes. El primero resulta de la dilucidon del semen 5 a 10 veces y la separacion de los
espermatozoides por centrifugacion. Esto se repite 2 a 3 veces. La fraccidn con la cual se va a
inseminar incluye a los espermatozoides motiles, muertos, moribundos y anormales al no ser
selectiva. El segundo método es una combinacion de migracion y sedimentacion gravitacional
selectiva por centrifugacion en un medio de cultivo. Entre las técnicas contamos con swimup y
swimup/swimdown (ver Figura 9). El tercer método consiste en la separacion selectiva de
espermatozoides por centrifugacion en gradiente de densidad (Figura 10). La técnica separa
espermatozoides motiles a través de capas discontinuas (diferente densidad: 90%-45% 0 80%
40%). El semen descongelado, colocado en la parte superior de las capas, es forzado a pasar
por ellas por centrifugacion. El cuarto método se basa en transponer los espermatozoides
descongelados a través de una columna de filtracion.

El sisterma de separacion ideal deberia ser 1) rapido, facil de operar y costo-efectivo, 2) separar
la mayor cantidad posible de espermatozoides motiles, 3) no causar dario a los espermatozoides
o alteraciones fisiologicas, 4) eliminar los espermatozoides muertos, anormales y otras células
como leucocitos y bacterias, y 5) eliminar sustancias toxicas (endotoxinas), factores

descapacitantes y compuestos oxidativos (ROS).

Una de las metodologias més utilizadas para separar células esperméticas motiles en el bovino
es la centrifugacion por gradiente de densidad a través de una sustancia coloidal. Este gradiente
puede ser continuo (Bolton y Braude, 1984) o discontinuo (Pousette y cal., 1986). En el continuo
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existe un gradual incremento de la densidad desde la parte superior hacia el fondo del tubo. En
cambio, en el discontinuo, existe una marcada diferencia y separacion entre la capa superior e
inferior.
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Figura 9: La técnica de swimup. BH semen Fgura 10: Centrifugacion por gradiente de densidad.
descongelado es cuidadosamente depositado en  Los gradientes inferior (80-90%) y superior (40-45%)
la parte inferior del tubo que contiene el medio de  son cuidadosamente constituidos en capas. B tubo
lavado. H tubo se colocaenun éngulo de 45°y es  centrifugado a una  velocidad  alta
se incuba durante 60 minutos a temperatura  (aproximadamente 2000-2500 rpm) durante 10-15
controlada. Los espermatozoides viales nadan minutos. Bl sobrenadante es descartado y el pellet
hacia el medio de lavado del cual se los aspra obtenido es nuevamente centrifugado a una
(Beydolay cal., 2013) velocidad baja (1200 rpm). Los espermatozoides
muertos, anormales, medio de congelacion es
retenido en las capas superiores. Los
espermatozoides notiles se ubican en la parte
inferior del gradiente (Beydola y cal., 2013).

Durante la centrifugacion los espermatozoides son forzados a pasar a través de la capa coloide y
concentrarse en la zona de densidad més a fin a la suya (punto isopicnico) (Mortimer, 1994,
Mortimer, 2000a, Henkel y Schill, 2003, Henkel, 2012, Beydola y col., 2013). Alterando la fuerza
y tiempo de centrifugacion y la densidad del coloide, es posible recuperar espermatozoides
intactos, funcionales y competentes. Hasta ahora la centrifugacion mas utilizada por los
laboratorios de fertilidad asistida es la de capas discontinuas (90%/45% & 80%/40%) pero
recientemente han aparecido algunas publicaciones utilizando la centrifugacion por capa simple
(Thys'y col., 2009).

La seleccion de espermatozoides por centrifugacion en gradiente de densidad discontinuo ha
probado ser efectiva para mejorar la motilidad de la muestra recuperada (Parrish y col., 1995), €l
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porcentaje de células espermaticas con morfologia normal (Prakash y col., 1998), y con
membrana y acrosoma intactos (Oliveira y col., 2012). El gradiente de Percoll proporciona una
mayor recuperacion de espermatozoides motiles en comparacion con el swim-up (Parrish y cal.,
1995) y con resultados de FIV més exitosos. Sin embargo, se han notado variaciones entre
partidas de Percoll y algunos lotes pueden ser perjudiciales para los espermatozoides afectando
tasas de formacion de blastocistos y eclosion(Avery y Greve, 1995). Por otra parte, la tasa de
recuperacion del swimup y con calidad de espermatozoides variable en comparacion con el
gradiente de densidad (Parrish y col., 1995, Correa y Zavos, 1996). Tanto el swimup como el
gradiente de densidad utilizan el lavado y centrifugacion pero existen diferencias en los
procedimientos en que cdmo cada uno de estos métodos selecciona los espermatozoides
motiles de los no-motiles. La centrifugacion, utilizada en ambos métodos, puede dariar el
espermatozoide debido a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
peroxidacion de las membranas de los espermatozoides, que puede traer efectos negativos en la
interaccidn espermatozoide-ovocito (Kim y Parthasarathy, 1998, Watson, 2000). Ademas, se ha
sugerido que el paso de los espermatozoides a través del gradiente de Percoll podria inducir
capacitacion (Rosenkranz y Holzmann, 1997, Centola y col., 1998). Por lo tanto, debido a esta
potencial pre-capacitacidén de los espermatozoides debido a la centrifugacion y/o gradiente, el
tiempo de co-incubacion (espermatozoide-ovocito) podria reducirse evitando el dario citotdxico
causado por el aumento de ROS (Kimy cal., 1999). De hecho, una reduccién en la exposicion de
los ovocitos a los espermatozoides podria favorecer la viabilidad del embridn debido a una
disminucion a la exposicidn de los desechos metabdlicos de origen espermético (Fiorentino y
col., 1994, Gianaroli y col., 19963, Gianaradli y col., 1996b, Quinn y col., 1998, Dimfeld y cal.,
1999, Kattera y Chen, 2003). Ademas, cuanto antes los espermatozoides estan capacitados mas
temprano podria ocurrir la penetracion/fecundacion del ovocito evitando el proceso de
envejecimiento, que también puede causar una fertilizacion anormal y/o un defecto durante el
crecimiento embrionario temprano (Chian y col., 1992, Miao y cal., 2009, Koyama y col., 2014a,
Geycoal., 2015).

1.3.1. H espermatozoide

La produccion de espermatozoides (espermatogénesis) es un proceso largo que ocurre en los
testiculos. En la base de los tubulos seminiferos, las células madres espermatogdnicas se
dividen por mitosis para producir cidicamente espermatocitos primarios. Estos se someten a la
meiosis de producir las espermétidas haploides, que se diferencian en espermatozoides y son
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liberados en el lumen tubular. La espermatogénesis se encuentra bajo una compleja regulacién
hormonal (FSH, LH, testosterona y 178 estradiol) e involucra cuatro eventos celulares
importantes: 1) Espermatogoniogénesis: proceso continuo que involucra la division de las
espermatogonias A que mantienen el pool de células madre y la produccion de espermatogonias
B para la produccién de espermatozoides; 2) Meiosis: se produce la diferenciacion del
espermatocito primario a partir de la espermatogonia B (Ultima division mitética) y la
diferenciacién de éste en espermatocito secundario con la posterior formacion de espermétidas;
3) Espermiogénesis: proceso por el cual las espermétides sufren morfogénesis para convertirse
en un espermatozoide maduro y motil y 4) Espermiacion: consiste en la liberacion de la
espermétida elongada o espermatozoide que es €l producto final de la espermatogénesis, hacia
la luz tubular (Guraya, 1987e, Guraya, 1987d, de Rooij y Russell, 2000, Garmer y Hafez, 2000,
White-Cooper y col., 2009, O'Shaughnessy, 2015, Toshimori y Eddy, 2015, Valli y col., 2015).
Los espermatozoides permanecen inmdviles en el testiculo y tanmbién en su lugar de
amacenamiento (el epididimo). En el epididimo adquieren la capacidad de moverse hacia
adelante (motilidad progresiva) y solo se convierten en notiles después de la eyaculacion
(Mortimer, 1997, Robaire y Hinton, 2015). Asi es que los espermatozoides permanecen inactivos
durante el almacenamiento pero listos para activarse cuando sea apropiado (Fawcett, 1975,
Guraya, 1987¢). Ademas de las células germinales en desarrallo, en el epitelio seminifero se
encuentran las células de Sertoli encargadas de proveer soporte estructural y nutricion a las
células germinales (Hess y Franca, 2008, Viogl y col., 2008, Qliveira y Alves, 2015b, Oliveira y
Alves, 2015a). Las células de Sertoli sostienen el epitelio germinativo y constituyen la estructura
del tubulo seminifero (Vogl y col., 2008). Descansan sobre la mentbrana basal del tdbulo y se
unen unas con otras por complejos de unidn formando una pared evitando que los diferentes
estratos celulares germinativos penetren a la luz del tdbulo seminifero (Gilula y col., 1976,
Russell y Peterson, 1985, Guraya, 1987b, Griswold, 1995, Cheng y Mruk, 2002, Lui y cal., 2003,
Vogl y col., 2008, Qliveira y Alves, 2015b). B espermatozoide de mamifero es el producto final
del proceso de la gametogénesis en el macho (Figura 11). Es una célula con movimiento activo
constituida por una cabeza y flagelo mévil o cola formada por cuello, pieza media, pieza principal
y filamento terminal (Fawcett, 1975, Gamer y Hafez, 2000, Howard y col., 2009, Toshimori y
Eddy, 2015). La cabeza del espermatozoide de mamifero contiene el nlcleo con la cromatina
fuertemente condensada y el acrosoma rodeado por una moderada cantidad de conmponentes
del citoesqueleto y citoplasma (Guraya, 1987a). El acrosoma es una gran vesicula secretora que
se encuentra localizada en el extremo anterior de la cabeza espermatica. Se origina a partir del
complejo de Golgi durante el estadio de espermétide y contiene enzimas necesarias para la
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penetracion de la cubierta del ovocito (Horman y First, 1988, Zaneveld y Jonge, 1991,
Wassarman, 1999, Bedford, 2011, Yanagimachi, 2011). De estas enzimas la hialuronidasa y la
acrosina juegan un rol central, al dispersar el cumulus oophorus y provocar la lisis local de la
zona pellicida respectivamente (Breitbart y Naor, 1999). Este lisosoma especializado se
encuentra constituido por una membrana acrosomal interna que rodea la porcion anterior de la
menbrana nuclear y que se contindia ininterrumpidamente formando la membrana acrosomal
externa, la cual se extiende cerca de la superficie interna de la membrana plasmética de la
porcion anterior de la cabeza. H acrosoma posee dos segmentos, el casguete acrosdmico o
acrosoma anterior y el segmento ecuatorial por el cual el espermatozoide hace contacto con €l
ovocito en el momento de la fecundacion (Saacke y Almauist, 1964, Zaneveld y Jonge, 1991,
Abou-Haila y Tulsiani, 2000). Durante la reaccidén acrosdmica la membrana acrosomal externa y
la membrana plasmética de la cabeza del espermatozoide se fusionan formando vacuolas en la
superficie que permiten la salida del contenido acrosomal (Wassarman, 1999, Wassarman y cal.,
2001, Bedford, 2011, Evans, 2012).

Head | Flagellum

; Comneeting piece

po, (nzck)

Mitochondrial sheath

Middle piece

Posterior ring

Annulus.

Figura 11: Caracteristicas generales del espermatozoide mamifero (Eddy, 2006, Toshimori y Eddy, 2015)

La cola de los espermatozoides mamiferos se encuentra constituida por varios componentes
funcionalmente dependientes. Aunque el tamano y la forma de estos pueden variar de una
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especie a la otra, su organizacidn estructural es muy similar. La cola puede dividirse en cuatro
segmentos: €l cuello, la pieza media, la pieza principal y la pieza final, todas ellas rodeadas por
una membrana plasmética comun (Guraya, 1987, Gamer y Hafez, 2000). El axonema es una
estructura comuin a todas las regiones de la cola, se localiza centralmente, y es el aparato motor
del espermatozoide. Esta compuesto por un par microttbulos centrales rodeados de nueve pares
0 dobletes espaciados de modo uniforme (9 + 2). Los nueve dobletes estan rodeados por nueve
fibras densas externas. En cada doblete, el microtdbulo mas interno proyecta dos brazos de
dineina hacia el doblete adyacente, en el sentido de las agujas del reloj, uno mas externo y otro
mas intero. Los nueve pares estan conectados entre si por puentes proteicos de nexina.
Rodeando a los dos tubulos centrales hay una vaina o filamento helicoidal formado a partir de las
proyecciones radiales (Gamer y Hafez, 2000). Las estructuras que rodean al haz de fibras
axiales permiten diferenciar las piezas intermedia y principal de la cola del espermatozoide. En la
pieza intermedia €l axonema se encuentra rodeado por una vaina de mitocondrias que se
retuercen regularmente alrededor de él unas 32 veces. Estas mitocondrias son las encargadas
de generar el ATP necesario para agitar el flagelo e impulsar el espermatozoide. La pieza
principal esta rodeada por una cubierta fibrosa estriada. El filamento terminal de la cola es la
porcion mas distal de la cola y comienza en el punto donde desaparece la cubierta fibrosa
(Gamer y Hafez, 2000). Todas estas estructuras especializadas que posee €l espermatozoide
estan en relacion con su actividad funcional Unica. B acrosoma contiene enzimas esenciales
para la fecundacion y el flagelo contiene las fuentes de energia y la maguinaria necesaria para el
movimiento. El rol de estas estructuras es asegurar la liberacion del material nuclear, contenido
en la cabeza del espermatozoide, dentro del citoplasma del ovocito en donde la combinacion del
prontcleo femenino y masculino formara el cigoto (Wassarman, 1987, Yanagimachi, 1994a,
Gamer y Hafez, 2000, Hafez y Hafez, 2000a, Wassarman y col., 2001, Primakoff y Myles, 2002,
Cummins, 2009, Howard y col., 2009, Yanagimachi, 2011, Evans, 2012, Toshimori y Eddy,
2015).

Los espermatozoides liberados al lumen desde los tubulos seminiferos no han completado su
diferenciacién por lo que no son capaces de fertilizar el ovocito. La capacidad fecundante se
consigue durante el pasaje de la gameta a través de las distintas regiones del epididimo. Junto a
la adquisicidén de esta capacidad el espermatozoide sufre una serie de cambios madurativos. H
primero de ellos en ser reconocido fue la adquisicidén de la capacidad de moverse hacia adelante
(motilidad progresiva). La maduracion del potencial de motilidad espermética implica no solo un
aumento cuantitativo en el porcentaje de espermatozoides motiles sino también, una diferencia
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cualitativa en el patron de movilidad (Guraya, 1987c, Lindemann y Kanous, 1989, Ren y cal.,
2001, Turner, 2006, Gaffney y col., 2011). Ademas de la adauisicion de esta capacidad, los
espermatozoides del epididimo desarrollan la habilidad de sufrir eventualmente la reaccion
acrosdmica, reconocer y unirse a la zona pellicida, y la capacidad de fusionarse a la membrana
vitelina del ovocito (Zaneveld y Jonge, 1991, Yanagimachi, 1994a, Wassarman, 1999,
Wassarman y col., 2001, Yanagimachi, 2011). Concomitantemente a estos canbios funcionales,
durante el transito epididimal, los espermatozoides sufren multiples cambios estructurales, los
cuales incluyen la migracion de la gota citoplasmética (remanente citoplasmético de la
espermétida) a lo largo del flagelo del espermatozoide, remodelacion acrosomal, cambios en la
cromatina y en algunas de las organelas del flagelo, y cambios en los lipidos de membrana y
proteinas de superficie (Bemdston y Desjardins, 1974, Wassarman, 1999, Hess y Franca, 2008,
Curmmins, 2009, Howard y col., 2009, Yanagimachi, 2011, QOliveira y Alves, 2015c, Robaire y
Hinton, 2015, Toshimori y Eddy, 2015).

1.32. Capacitacidn del espermatozoide

El fendmeno de la capacitacion fue identificado y descrito inicialmente en espermatozoides de
conejo, donde para alcanzar la habilidad o competencia para penetrar el ovocito maduro era
necesario haber pasado alguin tiempo por el tracto genital femenino (Austin, 1951, Chang, 1951,
Austin, 1952, Chang y Marden, 1954, Chang, 1959). En bovinos, se redlizaron pruebas
capacitando los espermatozoides en el oviducto y Utero bovino y del conejo antes de realizar la
FIV (Iritani y Niwa, 1977). Los espermatozoides son células altamente especializadas que son
incapaces de fecundar los ovocitos hasta experimentar una serie de cambios bioguimicos que en
conjunto se denominan “capacitacion” (Austin, 1952, Chang, 1984, Fraser, 1998, Visconti y col.,
1998, Horman y Fissore, 2015). La capacitacion es el término utilizado para cubrir diversos
eventos, que incluyen la expresion de un patron de hiperactivacion de la motilidad y la
adquisicion de la capacidad de responder a las sefiales Unicas que emanan del ovocito
(Yanagimachi, 1994a, Tumer, 2006, Fraser, 2010, Horman y Fissore, 2015). La glucoproteina de
la zona pelicida (ZP3) actla cono un sitio de reconocimento y como activador o
desencadenante fisiolégico, estimulando al espermatozoide para someterse a un evento de
exocitosis conocido como la reaccion acrosomica. Los segundos mensajeros generados conmo
resultado de la interaccidén espermatozoide-ZP3 incluyen el ingreso de calcio extracelular y la
alcalinizacién del citoplasmética (Fraser, 1998, Darszon y col., 2006, Costello y col., 2009,
Visconti y col., 2011, Santi y col., 2013). La capacitacidn esta ahora claramente reconocida como

71



un proceso que implica una serie conpleja de reacciones bioquimicas y fisiolégicas en el
espermatozoide (Breitbart y Spungin, 1997, Breitoart y Naor, 1999, Breitbart, 2002, Breitbart y
col., 2005). También se conoce ahora que el proceso de capacitacion puede ser revertido por la
re-exposicion del espermatozoide capacitado al plasma seminal (Harrison, 1996). Las glandulas
vesiculares secretan una gran variedad de proteinas que se unen a la superficie del
espermatozoide en el momento de la eyaculacion. La capacitacion involucra la liberacion de
éstos factores anti-capacitantes del espermatozoide durante su transito por el oviducto por
intermedio del epitelio oviductal, y en avance hacia el sitio de fecundacién en ampula del
oviducto (Lefebvre y Suarez, 1996, Lefebvre y col., 1997, Rodriguez-Martinez, 2007a). Los
cambios en los lipidos que se producen en la membrana plasmética del espermatozoide durante
la capacitacion incrementan las facultades y propiedades intrinsecas de membrana, como son la
permeabilidad, la adhesividad y la fusibilidad (Harrison, 1996, Therieny col., 1999, Therieny cal.,
2001, Manjunath y Therien, 2002, Gadella, 2008, Leahy y Gadella, 2011). El papel de los iones
de calcio en la capacitacion espermética y reaccidn acrosomal es esencial (Spungin y Breitbart,
1996, Darszon y col., 1999, Darszon y col., 2001, Ho y cal., 2002, Malcuit y col., 2006, Whitaker,
2006, Marquez y Suarez, 2007, Costello y cal., 2009, Bailey, 2010, Fraser, 2010, Visconti y cal.,
2011, Santi y col., 2013, Wertheimer y col., 2013, Kashir y col., 2014). El Ca2+ es activamente
transportado al acrosoma por una bormba se libera a través del canal de calcio IP3 (Dragileva y
col., 1999). La bormba de calcio intracelular esta activa durante la capacitacion y tiene un rol
importante en la regulacion de los iones de calcio intracelulares durante la capacitacion y la
reaccion acrosomica (Fraser, 1995, Spungin y Breitbart, 1996, Breitbart, 2002, Landim-Alvarenga
y col., 2004, Darszon y col., 2005). El estrés oxidativo puede afectar la calidad del semen ya que
los ROS pueden inducir darfio en el ADN del espermatozoide. Los espermatozoides son
transcripcionalmente poco activos y tienen poco citoplasma y por ende son deficientes en
antioxidantes y en sistemas de reparacion del ADN (Aitken y Krausz, 2001, Aitken y Marshall
Graves, 2002, Aitken y Baker, 2006). En el momento de la eyaculacion, el espermatozoide esta
expuesto a las proteinas del liquido seminal. Durante esta breve exposicion, las proteinas del
liquido seminal eliminan una cantidad significativa de colesterol el cual es aconmpariado por la
liberacion de algunos fosfolipidos. Esta salida de lipidos desestabiliza ligeramente la membrana
de los espermatozoides. Al mismo tienpo, las proteinas del liquido seminal cubren la superficie
del espermatozoide a través de su interaccion con los fosfolipidos de membrana. Este
revestimiento de las proteinas del liquido seminal impide la libre circulacion de los fosfolipidos y
de esta manera estabiliza la membrana espermética. En el oviducto se eliminan éstas proteinas
del liquido seminal de la membrana de los espermatozoides dejando a los lipidos de membrana
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moverse libremente. Por accion de lipoproteinas presentes en el oviducto, se induce un segundo
flujo de salida de colesterol provocando una mayor desestabilizacion de la membrana y tarmbién
desencadenar ciertas sefales de transduccion. Estas sefiales podrian regular la expresion de los
receptores de superficie de la ZP y la adhesién podria desencadenar la reaccion del acrosoma
(Therien y cal., 1999, Therien y cal., 2001, Therien y cal., 2005). En resumen, la capacitacion
consiste en alteraciones de la menbrana plasmética, tales como la eliminacion de los factores de
decapacitacion, la eliminacion del colesterol, la entrada de Ca2+ a la célula, el aumento del pH
intracelular, el aumento de la fosforilacién proteica y la hiperpolarizacién de la membrana.
(Forman y Ducibella, 2006, Malcuit y col., 2006, Whitaker, 2006, Schatten, 2008, Kashir y cal.,
2014, Horman y Fissore, 2015).

1.3.3. Hiperactivacion

A diferencia de espermatozoides de varias especies animales, los espermatozoides de los
mamiferos son incapaces de fertilizar los ovocitos inmediatamente después de la eyaculacion.
Requieren de un proceso de capacitacion que en condiciones “in vivd’ se redliza en el tracto
reproductivo de la hermbra (Yanagimachi, 1994b). El fendmeno de hiperactivacion fue sugerido al
notar un vigoroso movimiento del flagelo del espermatozoide y que esa aceleracion jugaba un
papel importante en la penetracidn de la zona pellicida del ovocito (Yanagimachi y Chang, 1963,
Yanagimachi, 1969a, Yanagimachi, 19690, Yanagimachi, 1970, Stauss y col., 1995). También es
posible que el esperma hiperactivado pueda ser mas eficaz para traspasar el moco del oviducto
y la matriz del cumulus en la situacién in vivo (Killian, 2011). Los patrones de notilidad
cambiantes evidenciados por el espermatozoide durante la capacitacion se detectaron después
de la incubacién con fluido ampular oviductal (Grippo y col., 1995). La muatilidad del
espermatozoide hiperactivado se caracteriza por una alta amplitud y movimientos flagelares
asimétricos (Figura 12). El Ca2+ es esencial para la iniciacion y el mantenimiento de la matilidad
del espermatozoide hiperactivado. El Ca?+ proviene de varias fuentes: de las reservas
intracelulares mediada por los receptores de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), del calcio proveniente
de la mitocondria o de la teca perinuclear o del que ingresa gracias a sistemas de canales
(Yanagimachi, 1994b, Kay y Robertson, 1998, Viscorti y col., 1998, Mortimer y Maxwell, 1999,
Ho y Suarez, 2001b, Ho y col., 2002, Darszon y col., 2005, Horman y Ducibella, 2006, Marquez y
Suarez, 2007, Horman y Fissore, 2015). El movimiento vigoroso de espermatozoide también
requiere ATP y monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (Ho y Suarez, 2001b, Suarez y Ho,
2003, Suarez, 2008). La evidencia apoya que el Ca?+ es el factor de regulacion de la
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hiperactivacién mas importante y que se requiere el AMPc, pero éste Ultimo no seria suficiente
para desencadenar la hiperactivacion (Ho y col., 2002). Los iones de calcio entran en la célula
espermatica por medio de canales (Darszon y col., 1999, Darszon y col., 2001, Reny col., 2001,
Marquez y Suarez, 2004, Darszon y col., 2005, Darszon y col., 2006, Marquez y Suarez, 2007,
Costello y cal., 2009, Visconti y col., 2011).

A B

10 pm

Figura 12: Patrén de movimiento del flagelo espermético regular, curvas simétricas y trayectoria lineal (A)
e hiperactivado (B) (Suarez, 2008)

La evidencia muestra diferentes tipos de canales (Ren y col., 2001, Darszon y col., 2006,
Darszon y cal., 2007, Darszon'y col., 2011, Lishko y col., 2012, Miller y cal., 2015): i) canales de
Ca?+ dependientes o activados por voltaje (Quill y col., 2001), i) canales de Ca2+ activados por
nucledtidos ciclicos (Wesner y col., 1998) v iii) canales idnicos transitorios (Darszon y cal.,
2011).

La capacitacidn es el proceso que permite que ocurra la reaccion acrosomal y la adquisicion de
la capacidad fecundante por parte del espermatozoide. Esto se logra mediante la remocion de
los factores decapacitantes, incluidos en el plasma seminal y la interaccion con factores
capacitantes (Yanagimachi, 1994b, Horman y Ducibella, 2006, Horman y Fissore, 2015). Estos
factores producen canmbios bioguimicos y estructurales que conducen a la eliminacion de los
componentes decapacitantes adheridos a la membrana plasmética del espermatozoide, cambio
en la composicion lipidica de la menbrana, aumento de la permeabilidad al calcio, cambio de pH
interno y aumento del metabolismo celular que ayuda a sostener el cambio del patron de
motilidad y velocidad espermética (hiperactivacion). La capacitacién es iniciada por factores de
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transduccion llamados primeros mensajeros, los cuales se unen a receptores especificos de la
menbrana plasmatica de los espermatozoides. Estos factores parecen estar afectados
(activacion y modulacion) por el nivel de AMPc (Visconti y Kopf, 1998). Estos factores
capacitantes  también generan o inducen cambios en la membrana plasmética  del
espermatozoide a través de la estimulacion del flujo de colesteral y fosfolipidos (Therien 'y cal.,
2005). El cambio termporal de la relacion colesterol:fosfolipidos conduce a un incremento en la
permeabilidad de la menmbrana plasmética. Este cambio de permesbilidad facilita la
internalizacion de estos mensajeros (primarios, secundarios, efc.) en el espermatozoide (Aitken y
Nixon, 2013).

Entre las funciones fisioldgicas de la hiperactivacion figuran: i) asegurar el movimiento progresivo
a través de los fluidos viscosos que el espermatozoide se encuentra durante el transito en el
tracto reproductor femenino, ii) facilitarle al espermatozoide la penetracion de la matriz
extracelular (conocida como la zona pellcida) de la célula del cumulus y del ovocito, i) permitir
|la liberacidn de los espermatozoides de los reservorios (pudiendo existir miltiples) en el camino
al sitio de fecundacién (la &mpula) (Darszony cal., 2011).

Existen caracteristicas distintivas entre la motilidad progresiva y la motilidad hiperactiva. La
primera se caracteriza por un movimiento flagelar vigoroso, de baja amplitud y larga longitud de
onda y relativamente simétrico que da como resultado un rpido movimiento de avance lineal. La
motilidad hiperactiva se desencadena luego de un determinado periodo de tiempo en el tracto
reproductivo femenino, y se caracteriza por movimientos flagelares como golpes de latigo, de
alta anplitud y baja longitud de onda, asimétricos, y con una trayectoria de avance circular o
irregular (Bedford, 1970, Yanagimachi, 1994b, Ho y Suarez, 2001b, Forman y Ducibella, 2006,
Bailey, 2010, Horman y Fissore, 2015). El fendmeno de hiperactivacion se produce durante el
proceso de capacitacion, pero no se ha determinado alin con exactitud si la hiperactivacion es
una consecuencia de la capacitacidn o si ambos son procesos independientes que se producen
de forma simultanea (Tulsiani y Abou-Haila, 2012). Este fendmeno de hiperactivacion serviria en
primer lugar para facilitar el avance del espermatozoide a través del fluido viscoso del oviducto,
asi como también, a través de la matriz extracelular del cumulus y de la zona pelucida. En
segundo lugar, la hiperactivacion ayudaria al espermatozoide a ascender por €l oviducto hasta el
sitio de fecundacion al permitir que éste se libere de la adhesion transitoria ejercida entre la
gameta y el epitelio oviductal (Florman y Ducibella, 2006, Florman y Fissore, 2015). Los
espermatozoides de varias especies de mamifero son orientados hacia el ovocito mediante el
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fendmeno de quimiotaxis (Kaupp y col., 2008). Los espermatozoides son direccionados hacia un
gradiente de concentracion de sustancias quimioatrayentes aportadas por el liquido folicular, €l
ovocito maduro y las células del cumulus (Eisenbach, 1999b, Eisenbach, 1999a, Sun y cal.,
2005, Eisenbach y Gigjalas, 2006, Chang y Suarez, 2010). Ademas se ha descubierto que los
espermatozoides podrian orientar su motilidad siguiendo un gradiente térmico superficial
existente a lo largo del oviducto ya que, existe en el oviducto una diferenciade 1 a2 °C entre el
sitio de fecundacion y el de almacenamiento espermatico (Bahat y Eisenbach, 2006). Los
espermatozoides serian guiados al sitio de fecundacion siguiendo un gradiente térmico y
alcanzarian el COC por quimiotaxis cuando los espermatozoides se encuentran a pocos
milimetros de este (Eisenbach y Giojalas, 2006, FHorman y Ducibella, 2006, Chang y Suarez,
2010, Horman y Fissore, 2015).

Muchas sustancias son reconocidas conmo factores capacitantes. La méas cominmente utilizada
es la heparina (Parrish y col., 1986, Parrish y col., 1988, Parrish, 2014). La heparina estimula el
incremento del calcio intracelular, pH y AMPc, el cual parece tener un rol importante como
disparador de las sefiales y cascada de eventos del proceso de capacitacion (Breininger y col.,
2010). Ademés de la heparing, la cafeina ha sido anpliamente utilizada como suplemento en
medios de fertilizacion in vitro como inductora de la capacitacidn espermética (Park y cal.,
1989b).

La enzima AMPc fosfodiesterasa (PDE) metaboliza AMPc a 5-AMP. La PDE esta presente en
espermatozoides maduros (Visconti y Kopf, 1998). La cafeina es un inhibidor de la PDE, lo cual
desencadena un incremento en los niveles de AMPc. La cafeina actuaria sinérgicamente con la
heparina induciendo la capacitacion, reaccion acrosomal y la fusién de gametas in vifro (Niwa y
Ohgoda, 1988). El uso de derivados de xantinas, como la cafeina y tedfiling, para la estimulacion
farmacoldgica de las funciones esperméticas tuvieron gran impacto en la fertilizacion asistida en
humanos en muestras seminales donde la motilidad espermética era reducida o muy baja
(Lanzafame y col., 1994, Henkel y Schill, 2003, Henkel, 2012). En el caso del bovino, se utiliza la
heparina, cafeina, pentoxifiling, y tedfilina en el proceso de FIV con el fin de disminuir la variacién
en el desarrollo embrionario entre diferentes toros (Saeki y col., 1995, Numabe y col., 2001). Si
bien la cafeina puede potenciar e incrementar la capacidad de penetracion de espermatozoides
congelados, puede no ser eficaz con todos los toros; necesitando en tal caso de otro/s
estimulante/s (Hamewaki y col., 1995, Hori y col, 1997). Con determinados toros,
espermatozoides tratados con tedfilina lograron una tasa de penetracion significativamente
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mayor que los tratados con cafeina (Hamaweaki y col., 1995). La combinacion de heparina con
alguna xantina puede incrementar la tasa de fertilizacion y aumentar significativamente el
porcentaje de monospermia, en comparacion con la heparina sola, resultando en un tratamiento
efectivo y eficaz sobre todo para toros que muestran tasas de fertilizacién y produccion de
embriones bajos (Niwa y Ohgoda, 1988, Numabe y col., 2001).

1.34. Sexado de semen

Los métodos para separar espermatozoides portadores del cromosoma X e Y podrian tener un
gran impacto en la produccién ganadera, y en particular, un aumento de la eficiencia
reproductiva en programas de mejoramento. B La separacion 'y concentracion de
espermatozoides portadores del cromosoma X podria tener consecuencias importantes respecto
a incrementar la presion de seleccion en programas de mejoramiento, mayor disponibilidad y
accesibilidad en vaquillonas de reenplazo (Weigel, 2004, De Vries y col., 2008) aumentar la
eficacia de las de pruebas de progenie en IA, y de esa forma contribuir a aumentar el progreso
genético en los programas de MOET y PIVE (Weigel, 2004) y aumentar la produccidn y
rentabilidad del ganado lechero (De Vries y cal., 2008).

Diversos métodos se han intentado para lograr la separacion de espermatozoides portadores del
cromosoma X e Y con diverso grado de éxito. Es conocido que el cromosoma Y es de menor
tamarno que el cromosoma X y esta variacion origina diferencias en el tamaro y forma de los
espermatozoides, peso, densidad, motilidad, cargas eléctricas y la presencia de antigenos de
superficie (Amann, 1989, Chandler y col., 1999, van Munster y col., 1999). Diferentes criterios
han sido utilizados para la separacion de los espermatozoides portadores del cromosoma X o'Y.
Uno de estos criterios se basa en su densidad. E espermatozoide que porta el cromosoma X es
entre 2,9 a 4,2% mas grande que el que porta el cromosoma Y, y por ende las densidades de los
espermatozoides son diferentes. Estas diferencias de tamano y densidad afectarian la capacidad
0 velocidad de desplazamiento del espermatozoide. Las técnicas y procedimientos de lavado y
acondicionamiento del semen para la etapa de fertilizacidn fueron candidatas para lograr separar
fracciones enriquecidas con espermatozoides X o Y. Ejemplos son el método swimup (Madrio-
Bury y col., 2003, Yan y col., 2006, Wolf y col., 2008) y la centrifugacion por gradiente de
densidad en particulas de silice coloidales tipo Percoll® (Upreti y col., 1988, Kobayashi y cal.,
2004, Wolf y col., 2008). También se han realizado separaciones basadas en la carga eléctrica
de los espermatozoides que portan el cromosoma X 0 Y. Se denostrd que los espermatozoides
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que portan el cromosoma X migran mas rapido en direccidén al catodo, por lo cual se han
utilizado campos eléctricos para su separacion (Simon y col., 2013, Nasr-Esfahani y Marziyeh,
2015). Otra estrategia utilizada para separar espermatozoides fue a través de procedimientos
inmunolégicos. El procedimiento se base en tilizar anticuerpos en contra del antigeno H-Y que
esta presente en los espermatozoides portadores del cromosoma Y (Howes y col., 1997, Blecher
y col., 1999, Sang y col., 2011, Yang y col., 2014). Actualmente, la separacién de
espermatozoides X e Y se realiza en base a las diferencias en su contenido cromosomico de
ADN mediante citometria de flujo (Gamer y col., 1983, Pinkel y col., 1985, Johnson y Pinkel,
1986, Johnson y col., 1987b). Este método se lo considera como el mas fiable y eficaz hasta el
momento, logrando obtener mas del 90% de pureza (Pinkel y col., 1985, Johnson y col., 1987b,
Johnson'y col., 1999, Gamer y Seidel, 2003, Garner, 2006, Garner y col., 2013). La citometria de
flujo permite la separacion de los espermatozoides en base a la diferencia que tienen los
espermatozoides que contienen el cromosoma X oY en su contenido de ADN (Johnson y Welch,
1999). En el bovino la diferencia en el contenido de ADN entre un espermatozoide portador de
un cromosoma sexual X'y el Y es de aproximadamente 3,8% (Gamer y col., 1983, Johnson y
col., 1987a). Hl citdmetro de flujo basa su eficiencia en separar espermatozoides portadores del
cromosoma X 0 Y gracias a su habilidad de analizar la cantidad de luz emitida por cada
espermatozoide cuando es impactada por luz ultravioleta proveniente de un haz de luz
concentrado o “rayo laser”. La fluorescencia se logra mediante la tincién del ADN de los
espermatozoides con un colorante vital Hoechst H33342. Este colorante fluorescente marca
especificamente el ADN nuclear y al ser excitado por el haz de luz del citdmetro refracta luz de
manera proporcional al colorante apbsorbido. La luz emitida es detectado por el fotosensor del
citometro el cual procesa esta informacion para separar los espermatozoides en alguna de las 3
poblaciones o categorias: los X, los Y'y los indeterminados y/o muertos (Figura 13). Una de las
limitaciones de esta tecnologia es el poco ndmero de espermatozoides sexados. El maximo
ndmero de espermatozoides sexado por hora no es mayor que 5-6 millones de espermatozoides
en cada fraccion (X oY), lo que implica una produccion de pajuelas de semen sexado para
inseminacion artificial relativamente baja por maguina.
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Figura 13: Separacion de espermatozoides portadores de cromosomas X e Y por citometria de flujo
(Johnson y Welch, 1999)

Si bien la técnica de sexado semen (SS) se encuentra disponible desde mediados de los ’80,
recién logra masividad y aceptacion por parte de los productores lecheros a mediados del 2000
cuando los centros de inseminacion artificial de EE.UU. y Europa adoptan la tecnologia de
sexado. El uso correcto del SS de acuerdo a las recomendaciones de los centros productores,
permitié su rapida expansion e incorporacion por parte del productor lechero Americano (Seidel,
1999, Johnson, 2000, Seidel, 2003a). En came, la penetracion fue mas lenta y contindia aun
siendo baja. H semen sexado es hoy utilizado en programas de IA, TE y PIVE logrando una
eficiencia biologica entre 70-90% en comparacion con el semen convencional. Si bien este
resultado podria parecer insuficiente, la obtencién de una mayor cantidad de animales del sexo
de preferencia justificaria su utilizacion. La aplicacion més frecuente del SS es en I1A (DeJarmette
y col., 2008, DeJarnette y cal., 2009, Chebel y cal., 2010, Dejarnette y cal., 2011, Pellegrino y
col., 2016), seguida por PIVE (Cran y col., 1994, Lu y col., 1999, Ferré y col., 2004, Wheeler y
col., 2006, Wilson y col., 2006, Blondin y col., 2009, Xu y col., 2009, Barcelo-Fimbres y cal.,
2011) y en menor medida por la TE (Schenk y col., 2006, Hayakawa y col., 2009, Peippo y cal.,
2009, Sartori y col., 2009, Any cal., 2010, Larsony col., 2010, Kaimio y cal., 2013).

Hoy, el uso del semen sexado ha producido resultados consistentes en varias especies de
interés zootécnico (Johnson, 1986, Johnson y Pinkel, 1986, Johnson y cal., 1987a, Johnson y
Clarke, 1988, Johnson y col., 1999, Johnson, 2000). Si bien el impacto econdmico es altamente
positivo, existen algunas ineficiencias que responden a efectos colaterales del proceso de
sexado sobre la viabilidad de los espermatozoides (Seidel y Garner, 2002). Como consecuencia
del proceso de separacion de espermatozoides portadores del cromosoma X o Y mediante
citometria de flujo, la muestra seminal sexada muestra una marcada reduccion de la motilidad
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post-descongelado y en la vida media de los espermatozoides (Schenk y col., 1999). Esto se
debe a fuerzas de presion para su avance dentro del citdmetro de flujo, efecto dilucion,
congelamiento y posterior descongelamiento, que provocan una serie de insultos acumulados
que afectan o comprometen las funciones esperméticas esenciales y la capacidad fecundante
(Garmer, 2001, Maxwell y cal., 2004, Gamer, 2006).

Esta bien documentada la variabilidad entre toros en fertilizacion in vitro y en particular cuando
se utiliza semen sexado (Barcelo-Fimbres y col., 2011). Esto dificulta su aplicacion y expansion
comercial debido a que es necesario una caracterizacion previa del toro originando gastos y
consumo de tiempo extra. Esta variabilidad entre toros podria reducirse a niveles aceptables
utilizando factores capacitantes y estimuladores de la motilidad. Existe muy poca informacion
publicada y en gran medida desactualizada sobre avances en el uso de semen sexado en PIVE.
En lineas generales, los trabajos publicados utilizan el semen sexado bajo condiciones similares
que el semen convencional. Esto produjo resultados mas bajos cuando comparamos semen
sexado con su homdlogo no sexado (Lu y col., 1999, Zhang y col., 2003, Maxwell y col., 2004,
Wilson y col., 2005, Wheeler y col., 2006, Blondin y col., 2009, Xu y cal., 2009). E mayor
obstaculo para el semen sexado para alcanzar tasas de penetracion mas altas, es la baja
fertilidad en comparacién con el semen no sexado (Amann, 1999, Garner y Seidel, 2003, Suh 'y
col., 2005, Seidel, 2012). Esta situacion no pudo ni siguiera revertirse aumentando el ndmero de
espermatozoides por pajuela en vacas lactantes y vaquillonas (Dedamette y col., 2010,
Dejarnette y col., 2011). Las posibles causas de esta disminuida fertilidad serian una menor
sobrevida post-descongelacion, motilidad espermética, pre-capacitacion e integridad acrosdmica
(Hollinshead y col., 2003, Suh y Schenk, 2003, Suh y col., 2005, Cran, 2007, Schenk y Seidel,
2007, Seidel, 2007, Rath y col., 2008, Frijters y col., 2009, Gosalvez y col., 2011a, Gosalvez y
col., 2011b).

Cabe remarcar que pocas publicaciones han comparado el semen sexado vs. convencional del
mismo eyaculado/partida y de diversos toros. Cuando los experimentos fueron planteados de
esta forma, la performance del semen sexado fue menor (75-85% del control) y con variaciones
entre toros (Lu'y col., 1999, Lu y Seidel, 2004, Wison y col., 2005, Wison y col., 2006), similares
a lo que sucede en condiciones de campo al realizar 1A con semen sexado (DeJamette y cal.,
2009, Schenk'y cal., 2009, Chebel y cal., 2010, Norman y col., 2011).
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Ademas del uso intensivo del SS en IA principalmente en vaauillonas virgenes, la siguiente
herramienta reproductiva donde el SS lograria un mejor desermperio seria en PIVE (Pellegrino y
cal., 2016). Esto estaria dado fundamentalmente a que en PIVE se logra una alta eficiencia en el
uso de los espermatozoides al fertilizar en micro-gotas (pocos espermatozoides son requerido
para fertilizar una gran cantidad de ovocitos) y esto permite fertilizar una gran cantidad de
ovocitos, ya sea de matadero o provenientes de OPU, con una minima cantidad de pajuelas.
Esta complementacion entre estas dos herramientas reproductivas resulta muy atractiva a los
productores ganaderos al permitirles diluir el costo del semen sexado en multiples hembras o
donantes y aprovechar las ventajas comparativas de la PIVE (Hohenboken, 1999, Maxwell y cal.,
2004, Wiison y cal., 2006, Garner y Seidel, 2008, Rath y Johnson, 2008, Hall y Glaze, 2014,
Hansen, 2014, Lonergan y Fair, 2014).

La utilizacion del semen sexado en PIVE es biologicamente factible y potencialmente mas
eficiente en comparacion con otros herramientas reproductivas (Seidel, 2003b, Maxwell y cal.,
2004, Blondin y col., 2009), especialmente cuando se las combina junto con la aspiracion
folicular - OPU - para producir descendencia genéticamente valiosa de donantes elite (Pontes y
col., 2010, Macedo y col., 2013, Moratti y cal., 2014). Sin embargo, varias publicaciones han
reportado bajas tasas de generacién de embriones competentes y transferibles. Esto estaria
asociado al proceso de separacion de los espermatozoides portadores del cromosoma X (Crany
col., 1994, Gamer, 2006, Schenk y Seidel, 2007, Gosdlvez y col., 2011b, Gosalvez y cal.,
2011a), lo cual afectaria la funcionalidad del espermatozoide sexado reduciendo su motilidad,
alterando su dinamica de capacitacion y capacidad fecundante (Seidel, 2012). Las publicaciones
muestran una disminucion en las tasas de fertilizacién, dlivaje y desarrollo embrionario (ver Tabla
6). A los fines de minimizar estas ineficiencias se plantearon diferentes estrategias con
resultados variables. Las dos principales fueron incrementar la dosis inseminante de
espermatozoides y la concentracion de heparina (Lu y Seidel, 2004, Blondin y col., 2009, Xu y
col., 2009, Barcelo-Finbres y col., 2011). S bien estas mismas estrategias fueron también
utilizadas con el semen no-sexado en los comienzos de la PIVE (Aoyagi y col., 1988, Fukui y
col., 1990), pareceria haber mayor variabilidad en la tasa de dlivaje y blastocistos entre toros
cuyos espermatozoides fueron sexados (Inaba y col., 2016). B potencial "efecto toro" durante la
fertilizacidn con semen sexado pareceria estar relacionado al grado de impacto del proceso de
sexado sobre los espermatozoides, el cual seria especifico para cada toro. La manipulacion del
semen durante el sexado podria producir una pre-capacitacion en algunos toros al inducir
cambios en las membranas de los espermatozoides que aceleraran el proceso de reaccion
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acrosomal post-descongelado (Mocé y col., 2006). Por lo tanto, la optimzacion de la
concentracion heparina y espermatozoides puede colaborar a mejorar los resultados de
fertilizacién y desarrollo embrionario en aquellos toros afectados por el proceso de sexado (Xu 'y
col., 2009, Kimy cal., 2013, Parrish, 2014).

Alos fines de ilustrar la diferencia entre semen sexado y no sexado (convencional) en relacion al
desermpenio en PIVE medido en relacién a la tasa de fertilizacion o dlivaje y desarrollo a
blastocisto a dia 7 de cultivo de la Tabla 6, €l clivaje promedio fue de 59% (semen sexado)
versus 67% (semen no-sexado), mientras que la tasa de desarrollo embrionario fue de 19%
(semen sexado) contra 24% (semen no-sexado). Esto sefiala una eficacia del semen sexado del
88% respecto del clivaje obtenido con semen no-sexado y del 79% para el caso del desarrollo
embrionario. Estos valores son coincidentes con la literatura publicada en IA en vaguillonas
Holando, la cual indica que las tasas de concepcion (CR) a primer servicio con semen sexado
son del ~75% al 80% de las obtenidas con el semen no-sexado (Butler y col., 2014).
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Tabla 6: Evolucion del clivaje y desarrollo embrionario bajo distintos sistemas de produccion y origen de los ovocitos fertilizados con semen sexado

. Origen L Concentracion _ _ Clivaje Desarrollo
Referencia _ Semen Capacitacion Medio de Cultivo
Ovocitos de Semen (%) (%)

Sexado o TCM199 + Co-cultivo + 52,2% 29%a
(Mertony cal., 1997) Matadero No indicado 1x108/ml

No Sexado 10%FCS 58,9% 20,5%b

Sexado 5 mM cafeina + 20 71% 18%a
(Luy col., 1999) Matadero _ 2x108/ml CDM +BSA

No Sexado | Lg/m heparina 75% 25%b

Sexado 2 mM cafeina + 2 pug/ 53,1%a 20,3%
(Zhangy col., 2003) Matadero _ 2x109/ml CDM +BSA

No Sexado | N heparina 69,7%b 2.3%

_ Sexado 2 mM cafeina + 10 ug/ 38,4% 147

(Luy Seidel, 2004) Matadero _ 1,5x10¢/m | CDM+BSA

No Sexado | Ml heparina 61,8% 19,2%b

Sexado 10 pg/ml heparina + 65% 12,2%4A
(Wilson 'y col., 2006) Matadero 1x106/ml SOF + BSA

No Sexado | PHE 67,3% 20,1%b

Sexado 10 mM cafeina + 10 41,8% 6,5%
(Xuy col., 2006) Matadero . 0,3x108/m | CR1 +10%FCS

No Sexado | Mg/l heparina 51,5% 15,4%

Sexado 61,1%a 219%a
(Bermejo-Alvarez y col., 2008) | Matadero 10 pg/ml heparina 1x108/ml SOF + 5% FCS

No Sexado 84,4%b 40,7%b
(Blondin'y col., 2009) Matadero | Sexado 10 pg/ml heparina 2x108/mi Menezo's B2 + Co- 80,6%a 10,6%a
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No Sexado 1x108/mi cultivo + 10%FCS 68,2%b 2.2%b
(Bermejo-Alvarez y cal., .
20108) Matadero | Sexado 10 pg/ml heparina 1x108/mi SOF +5%FCS 77,1% 21,5%
Sexado 54% 16,4%
(Carvalhoy cal., 2010) Matadero No indicado 1x108/mi SOF + 5% FCS
No Sexado 55,6% 19,3%
_ Sexado | 10 pg/mi heparina + 65,3% 15,5%
(Peippoy cal., 2010) Matadero 1x108/ml SOF + BSA
No Sexado | PHE 75% 15,9%
10 pg/ml heparina + o
(Pontes y col., 2010) OPU Sexado PHE 1x108/mi SOF + BSA No indicado 26,1%
5 mMcafeina +2 g/
(Barcelo-Fimbres y cal., 2011) | Matadero | Sexado _ 1x108/mi CDM +BSA 69,2% 27,5%
ml heparina
_ 10 mMcafeina + 10
(Presicce y col., 2011) OPU Sexado _ 0,3x10¢/m | CR1 +BSA 48,4% 25,2%
pg/Mml heparina
_ Sexado 10 MM cafeina + 10 57,1%a 25%a
(Presicce y col., 2011) Matadero _ 0,3x10¢/m | CR1 +BSA
No Sexado | Mg/l heparina 75,8%b 39,8%b
(Rodriguez Villamil y col., Sexado o 63,4% 12,3%a
Matadero No indicado 2x108/ml SOF + BSA
2012) No Sexado 64,8% 19,5%b
(Trigal y cal., 2012) Matadero | Sexado 20 pg/ml heparina + 0,125x10¢/m | SOF + BSA 274%a 11,9%a
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No Sexado | PHE 59%b 29,3%b
) 10 pg/ml heparina + o
(Moratti y cal., 2014) OPU Sexado PHE 1x108/ml SOF + BSA No indicado 2%%
, Sexado 10 mM cafeina + 10 54,2% 24,3%
(Liuy cal., 2015) Matadero _ 1x106/m CR1 +10%FCS
No Sexado | pHg/Mml heparina 77,2% 29,5%
(Lopez y col., 2015) OPU Sexado 10 pg/ml hepari 1x16m | SOF + BSA 258% 194%
ool., na X +
Y No Sexado H Pl 59,2% 22.7%
(Seong-Su'y cal., 2015) OPU Sexado 20 ug/ml heparina 1x106/ml CR1 +BSA 36,1% 21%
10 mM cafeina + 10
(Huy col., 2016) Matadero | Sexado _ 1x106/ml CR1 +10%FCS 82,8% 35,2%
pg/Mml heparina
Valores con letras diferentes en la misma colunna difieren (p<0,05)
Sexado 61% 17%
Matadero
No Sexado 67% 24%
Sexado 48% 24%
OPU
No Sexado 5% 23%
Sexado 5% 19%
No Sexado 67% 24%
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1.4. Cdltivo in vitro embrionario

Luego de la fecundacién, la membrana nuclear del espermatozoide se rompe, se produce la
sustitucion de protaminas por histonas, la cromatina se descondensa y se forma una nueva
membrana nuclear, dando lugar al pronticleo masculino (PNM). Al mismo tiempo el ovocito
finaliza la meiosis |l, se libera el segundo corplsculo polar, el genoma matemo también se
descondensa, se forma la membrana nuclear y queda constituido el pronticleo femenino (PNF)
(Hafez y Hafez, 2000a, Schatten, 2008, Forman y Fissore, 2015). Luego de la formacion de los
PNMy PNF, éstos migran gradualmente hacia el centro del ovocito donde se aproximan el uno
con el otro. Durante este trayecto replican su ADN, se desintegran sus mermbranas nucleares y
SUS cromosomas Se asocian preparandose para la primera divisién mitética (Elder y col., 2010).
La fusidn de los prondcleos masculino y femenino se considera el fin del proceso de fecundacion
y €l inicio del desarrollo embrionario. En los mamiferos este proceso dura aproximedamente 12
horas (Hafez y Hafez, 2000a). Posteriormente, se forma el primer surco de segmentacion,
seguido de una serie de divisiones mitéticas que culminaran con la formacién del blastocisto. El
primer clivaje separa al cigoto en 2 blastémeros iguales o casi iguales entre 11 a 20 horas
posfecundacion. Estas células luego se dividen secuencialmente de forma paralela (meridional) u
ortogonal (ecuatorial) al plano de clivaje inicial para generar un embridn de 4 blastémeros. Este
desarrollo asincrénico de los estadios mas tempranos es propio de los mamiferos. Por lo tanto,
estos enbriones no multiplican sus células exponencialmente desde los estadiosde 2 a4y de 4
a 8 células, sino que es posible ver en ellos, nimeros impares de blastémeros (Brinster, 1968,
Brackett y col., 1980, Brackett, 1981, Yanagimachi, 1981, Gordon, 2004, Gardner y Lane, 2014b,
Gardner y Lane, 2014a, Ramathal y col., 2015). A partir del estadio de 8 células en €l ratdn, 32
en el bovino y entre 32 y 64 en el ovino, el espacio intercelular comienza a reducirse, los
blastémeros se agrupan y forman una esfera compacta de células. Esta organizacion es
estabilizada por uniones estrechas que se forman entre las células exteriores de la esfera y que
sellan su interior. Las células dentro de la esfera forman uniones nexo, permitiendo de este modo
el paso de pequefias moléculas e iones entre ellas. Este proceso recibe el nombre de
“compactacion” y da origen al estadio de morula (Hafez y Hafez, 2000a, Rarmathal y col., 2015).
A partir del estadio de 16 células en hamster y cerdo, 32 células en raton, 64 células en oveja y
humano y 80 a 100 células en bovino, los blastdmeros periféricos comienzan a liberar sodio
hacia el interior del enmbridn lo que arrastra agua para mantener la isotonicidad dando lugar a la
formacion del blastocele y por lo tanto al estadio enmbrionario de blastocisto (Van Soomy cal.,
1992, Lonergan, 1994, VVan Soomy col., 1997b, Li y cal., 2010). Rodeando la nueva cavidad se

86



encuentra una capa de células planas llamada trofoblasto. En uno de los polos (polo
embrionario) y haciendo protrusion en la cavidad blastocélica se produce una acumulacion de
células que se denomina macizo celular interno y que dara origen al enbridén con todos los
organos del nuevo individuo, mientras que el trofoblasto formara parte de la futura placenta. Las
células del trofoblasto secretan estripsina (una proteasa parecida a la tripsina) que produce una
ruptura de la matriz fibrilar de la zona pelicida permitiendo que el blastocisto se libere
(eclosione) y se implante en la pared uterina (Geisert y Malayer, 2000, Hafez y Hafez, 2000a,
Ramathal y cal., 2015). Durante los primeros estadios de desarrallo, las células del embrion son
totipotenciales, es decir, que conservan €l potencial para diferenciarse en cualquier tipo celular
(Campbell y Wimut, 1997, Hochedlinger y Jaenisch, 2006, Mitalipov y Wolf, 2009, Seshagiri y
col., 2009).

Durante el crecimiento intraovarico del ovocito el genoma materno es transcripto y la
transcripcion es almacenada. La mayoria de las transcripciones son transformadas directamente
a proteinas, sin embargo, algunas permanecen silenciadas y comienzan a activarse luego de la
ovogénesis producto de una cuidadosa poliadenilacion. Durante la maduracion meidtica los
ovocitos se vuelven transcripcionalmente quiescentes y la mayoria de su ARN poliadenilado
desaparece. Muchas de las proteinas maternas también son degradadas tempranamente en el
desarrollo. Probablemente, sin la degradacién del ARN y de las proteinas matermas la
programacion del desarrollo enmbrionario no podria ser activada. Sin embargo, esta degradacion
debe ser lo suficientermente selectiva como para mantener factores maternos que aseguren
niveles adecuados de proteinas hasta que el genoma del embridn sea activado (Minami y cal.,
2007, Schier, 2007). Los eventos de sintesis celular que ocurren inmediatamente luego de la
fecundacion dependen de lo que se denomina “herencia materna’ hasta tanto se active el
genoma del embrion (Tadros y Lipshitz, 2009, Li y col., 2013, Lee y coal., 2014, Zhang y Smith,
2015). La transcripcion del genoma embrionario se activa en el embrion de 8 células (Barnes y
Eyestone, 1990, Memili y First, 2000, Minami y col., 2007, Lee y col., 2014). Luego de la
activacion del genoma embrionario, los factores matemos almacenados pierden relevancia para
el desarrollo preimplantancional por lo que son degradados y rapidamente reemplazados por los
sintetizados a partir del nuevo genoma (Memili y First, 2000, Minami y col., 2007, Stitzel y
Seydoux, 2007, Tadros y Lipshitz, 2009, Li y col., 2013). EH desarrollo embrionario
preimplantacional esta regulado genética y epigenéticamente (Levy, 2001, Morgan y col., 2005,
Shi y WU, 2009, Fedoriw y col., 2012, Cantone y Fisher, 2013, MacDonald y Mann, 2014).

87



El embridn bovino se desarrolla normalmente en un entorno protegido en el tracto reproductivo
de la vaca. El ambiente uterino proporciona al embrion todos los nutrientes necesarios para €l
desarrallo temprano y un sistema para la eliminacion de los materiales de desecho (Thompson y
Peterson, 2000, Gordon, 2004, Gardner y Lane, 2014b, Gardner y Lane, 2014a). Gran parte de
los trabajos iniciales fueron realizados en ratones y conejos (Hammond, 1949). Los primeros
reportes de procedimientos exitosos se basaban en ermbriones in vivo cultivados en oviductos de
raton, conejo u oveja (Sreenan y col., 1968) para luego avanzar a al menos una etapa in vitro.
Inicialmente, los sistemas tilizaban el cultivo in vivo para producir embriones basandose en
oviductos de diversas especies (ratones, conejos, ovejas, vacas, entre los mas populares) como
soporte (Boland, 1984, Eyestone y col., 1987, Marquant-Le Guienne y col., 1989, Galli y Lazzari,
1996, Enright y col., 2000, Lazzari y col., 2010). El uso del oviducto como sistema de cultivo in
vivo sinvid para resaltar las propiedades Unicas que ofrece y el modelo a seguir para el desarrollo
embrionario in vitro (Enright y col., 2000, Rizos y col., 2002a, Rizos y col., 2002c).

Buscando imitar a las células del oviducto se utilizd el sistema de cultivo monocapa de células
epiteliales del oviducto bovino (BOEC) el cual demostrd ser efectivo para producir blastocistos de
origen in vitro (Suzuki y Foote, 1995, Abe y Hoshi, 1997) y donde un alto porcentaje de estos
embriones mostraban alta calidad. Los estudios posteriores pusieron de manifiesto que no solo
las células oviductales son capaces de proporcionar un entorno propicio para el desarrollo del
embrién bovino si no también una amplia variedad de otras células sométicas (Thompson y
Duganzich, 1996). H andlisis de unos 72 trabajos presentados en los congresos de la IETS
durante el periodo 1991 al 1995 arrojé como conclusion que el mejor sisterma de cultivo es el
medio CR1 en presencia de células del higado de rata bifalo (BRL) mas el agregado de suero;
obteniendo una produccidn promedio de 50% de blastocistos de los ovocitos clivados (Thormpson
y Duganzich, 1996). La introduccion del co-cultivo con células del oviducto y sométicas como
soporte del periodo de cultivo de enbriones tuvo como objetivos i) superar la detencién/bloqueo
del desarrollo embrionario termprano, i) aumentar la tasa de embriones producidos y i) mejorar
la calidad y congelabilidad de los embriones (Rexroad, 1989, Bongso y col., 1990, Bongso y cal.,
1991, Goto y col., 1992, Catt, 1994, Hawk y Wall, 1994, van Inzen y col., 1995, Plachot, 1996,
Abe y Hoshi, 1997, Donnay y col., 1997, Menck y cal., 1997, Duszewska y cal., 2000, Orsi y
Reischl, 2007, Ménézo y cal., 2012). Sin embargo, el uso del co-cultivo y/o del suero fetal (FCS)
estaria relacionado con alteraciones graves en el fetoternero ocasionando en algunas
circunstancias un crecimiento en tamario desmedido (Behboodi y col., 1995, Walker y col., 1996,
Numabe y col., 2000, Farin y cal., 2001, Farin y col., 2006). El uso del FCS cono aditivo en €l
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medio de cultivo embrionario sigue siendo un tema controversial. En porcentajes mayores al 10%
(v/v) podria estar implicado en una reduccion de las tasas de prefez y parto, y un en aumento en
el peso al nacer. Sin embargo, parece estimular el desarrollo embrionario fundamentalmente a
partir del dia 4-5 de cultivo (Hagemann y col., 1998, Thormpson y col., 1998, Holmy col., 1999).
Aunque se ha avanzado en el conocimiento de los requerimientos para el normal crecimiento de
los embriones in vitro hasta la etapa de blastocisto, persiste una clara diferencia en calidad entre
los enbriones in vivo y los derivados del sistema in vitro. Existirian diferencias sutiles entre
embriones in vivo € in vitro a nivel celular, en términos de perfiles metabdlicos, ultraestructura y
morfologia (Massip y col., 1995, Wright y Ellington, 1995, Thompson, 1997, Khurana y Niemann,
2000b), asi como también en la expresion génica (Niemann y Wrenzycki, 2000). Bl medio de
cultivo mas popular para el cultivo embrionario bovino es el fluido oviductal sintético (SOF)
basado originalmente en el andlisis bioquimico de fluido oviductal ovino (Tenvit y col., 1972a) al
cual se lo modificd posteriormente tras la incorporacion de aminoacidos (Gardner y col., 1994,
Steeves y Gardner, 19990) y citrato (Keskintepe y col., 1995) y se le removié la glucosa
(Takahashi y First, 1992). Los estudios de metabolismo embrionario dieron cono resultado una
mayor comprension de los requerimientos energéticos y los nutrientes esenciales preferidos por
embrion bovino (Pinyopummintr y Bavister, 1996b, Thompson, 1996, de Souza y cal., 2015,
Gardner y Harvey, 2015, Leese, 2015). Cono resultado de estas investigaciones, se
desarrollaron medios de cultivo “definidos” (Keskintepe y col., 1995, Gardner y col., 2000c,
Summers y Biggers, 2003) y posteriormente sistemas tipo “secuencial” (o en fases) donde los
componentes del medio canbian de acuerdo con los requerimientos especificos del embrion en
cada etapa del desarrallo (Gandhi y col., 2000, Gardner y Lane, 2002, Lane y Gardner, 2007,
Absalon-Medina y col., 2014). Hacia delante se avizora nuevos sistemas y plataformas de cultivo
de embriones basados en la tecnologia de microfluidos cambiando la modalidad de cultivo
estatico a dinamico ofreciendo como ventaja primaria la posibilidad agregar o canbiar el medio
completo o de manera parcial con la idea de satisfacer los requerimientos precisos del embrion
en desarrollo (Whitesides, 2006, Bormann y col., 2007, Swain y Smith, 2011, da Rocha y Smith,
2012, Smith y col., 2012). Este sistema tendria varias ventajas adicionales como poder realizar
cambios graduales en la composicidn del medio y no tener la necesidad de retirar la placa de la
incubadora para realizar cualquier cambio, evitando el shock y estrés asociado en ambas
situaciones (Beebe y coal., 2002).

La obtencion de los primeros terneros obtenidos por la produccidn totalmente in vitro es
relativamente reciente (Goto y col., 1988). El mayor progreso en PIVE ha sido el érea del
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metabolismo y requerimientos por parte de las gametas y embriones. Esto trajo aparejado la
posibilidad de formular medios de cultivo que atendieran esas necesidades y de esta forma,
lograr producir mas y mejores embriones(Bavister, 2002, Hoshi, 2003, Hansen, 2006).

La correcta seleccion y preparacion de los medios de cultivo es de extrema importancia, ya gue
puede condicionar el éxito de la maduracion de ovocitos, fertilizacion y el posterior desarrollo de
los embriones (Sirard y col., 1988, Gliedt y col., 1996, Gandhi y col., 2000). Basicamente, existen
dos sistemas de cultivo de embriones luego de producida la co-incubacion de ovocitos maduros
y los espermatozoides. Un sistema consiste en co-cultivar los embriones con diversos tipos de
células como soporte (células epiteliales del oviducto, células de la granulosa, células del higado
de rata, entre otras) utilizando medios de diversa complejidad (CR1, TCM-199, Ménézo's B2,
entre otros) (van Inzen y col., 1995, Reed y cal., 1996, Thormpson y Duganzich, 1996, Donnay y
col., 1997, Menezo y col., 1998, Hasler, 2000). El otro sistema no utiliza células soporte y
generalmente es un medio mas sinple y definido. Uno de los medios mas populares en el cultivo
embrionario bovino es el fluido de oviducto sintético (SOF) suplementado, en diversos grados,
con aminoacidos, vitaminas, alblmina y otros componentes (Tervit y col., 1972a, Fukui y col.,
1991, Edwards y col., 1997, Holmyy col., 1999, Krisher y cal., 1999).

El campo del cultivo de embriones moderno ha tenido un importante avance en la Ultima década
debido al resurgimiento del interés en la fisiologia y metabolismo del embridn lo cual produjo
mejoras muy significativas (Bavister, 1995, Gardner y Lane, 1997). En consecuencia, es
importante analizar la fisiologia y el metabolismo del enmbridn en desarrollo con el fin de evaluar
el desarrollo y la eficacia de los diferentes sistemas de cultivo de manera global (Gardner, 2008).
Es importante resaltar que el término “embrion viable” se utiliza de manera frecuente en las
publicaciones y que viabilidad de los blastocistos producidos en los actuales sistemas de cultivo
puede ser extremadamente diferente. La viabilidad se define como la capacidad del blastocisto
para implantarse y desarrollarse satisfactoriamente en feto (Gardner y Lane, 2014a). Durante €l
periodo de desarrollo embrionario preimplantacional, €l enmbridn sufre cambios significativos en
su fisiologia, metabolismo y control genético. Estos cambios son tan significativos que el cigoto
(punto de partida del desarrallo) y el blastocisto (punto final de la etapa preimplantacional), son
completamente diferentes desde el punto de vista metabdlico (Leese, 1993, Gardner y Harvey,
2015, Leese, 2015). E ovocito y el cigoto, tienen una actividad metabdlica baja, exhiben niveles
bajos de consumo de oxigeno. En lugar de utilizar glucosa como fuente de energia primaria, €l
cigoto y durante los primeros estadios de clivaje, utilizan piruvato, lactato y glutamina (Biggers y
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Stern, 1973, Biggers y Borland, 1976, Rieger y col., 1992b, Gardner, 1998, Krisher y Bavister,
1998b) con niveles relativamente bajos de glucdlisis. Antes de la compactacion, el embrion en
cultivo se beneficia de la presencia de aminoacidos especificos como por ejemplo alanina,
aspartato, asparagina, glicina, glutameto, glutamina, prolina y serina (Steeves y Gardner, 1999b,
Van Winkle, 2001). Estos aminoacidos han mostrado estimular el divaje y compactacion (Lee y
Fukui, 1996, Lee y col., 2004), precursores de la sintesis proteica (Crosby y col., 1988), fuentes
de energia (Rieger y cal., 19923, Rieger y col., 1992b), reguladores del metabolismo energético
(Gardner, 1998, Sinclair y col., 2003), osmoregulacion (Van Winkle, 2001), buffer del pH
intracelular (Edwards y col., 1998, Lane, 2001, Van Winkle, 2001), antioxidante (Liu y Foote,
1995), agente quelante (Orsi y Leese, 2004) , sefalizacion (Van Winkle, 2001, Martin y col.,
2003), regulacion de la diferenciacion (Lane y Gardner, 1997b). Un cambio importante en el
embrion se produce en el momento de la compactacion (Pike, 1981, Sinclair y col., 2003). Al
producirse la compactacion, el embrion crea activamente un blastocele (Watson y Barcroft, 2001)
y durante esta etapa, el blastocisto tiene una alta capacidad oxidativa y utiliza glucosa conmo
fuente de energia primaria, aunque es capaz de adaptar y utilizar fuentes de nutrientes
alternativas si fuese necesario (Rieger, 1992, Takahashi y First, 1992, Thompson y col., 1996,
Leese, 2012). El blastocisto presenta una capacidad de glucdlisis aerdbica convirtiendo glucosa
en lactato (Rieger, 1992, Thompson y col., 1996, Khurana y Niemann, 2000b). En este punto, el
enbrion tiene dos tipos de células distintas, la masa celular interna y el trofoectodermo, que
presentan diferentes requerimientos de hidratos de carbono (Thompson, 1996, Thompson y cal.,
1996, Houghton, 2006) y de aminoacidos (Rosenkrans y First, 1994, Partridge y Leese, 1996,
Pinyopurmmintr y Bavister, 19964, Steeves y Gardner, 1999, Sturmey y col., 2010). Asi como
ocurren cambios en la fisiologia y metabolismo del enbridn, el medio ambiente del tracto
reproductivo femenino tanmbién presenta diferencias en una misma region debido a los cambios
endbcrinos (Hugentobler y col., 2008, Hugentobler y col., 2010) y diferencias aln mayores entre
regiones del tracto reproductivo como por ejermplo entre el oviducto y el Utero (Gardner y cal.,
1996, Harris y col., 2005, Lee y Yeung, 2006). Por tanto, el embridon esta expuesto a diferentes
gradientes de nutrientes (tanto hidratos de carbono y aminoacidos), oxigeno y pH, durante el
desarrdllo in vivo. Estos gradientes de nutrientes no son pasivos y pueden regular el
metabolismo (Bavister, 1995, Leese, 1995, Barnett y Bavister, 1996, Lane y Gardner, 2000) y la
viabilidad del embrion (Gardner y col., 2000c, Leese y col., 2008a). Esto a su vez tiene
consecuencias para el desarrollo de medios de cultivo, donde el foco estaria centrado en colocar
al embridén en un medio que ocasione el menor estrés metabdlico mientras que en la situacion in

91



vivo, el embridn esta expuesto a un gradiente de nutrientes y fuentes energéticas variables
(Gardner y Lane, 2014a).

Diferentes condiciones de cultivo se han utilizado para cada etapa del proceso fertilizacion in
vitro (maduracion, fecundacion y cultivo) (Brackett, 1973, Brackett y col., 1978, Bavister, 1981,
First y Parrish, 1987, Parrish y First, 1991, Bavister, 2002, Schatten, 2008) mientras que el
concepto de medios secuenciales fue disefiado especificamente para cubrir los requerimientos
cambiantes del embrion durante el periodo de cultivo (Thompson, 1996, Gardner y Lane, 1997,
Thompson y Peterson, 2000, Lane y Gardner, 2007). El disefio de los medios secuenciales se
bas6 en la dindmica de la fisiologia embrién y su metabolisno, la minimizacién del estrés
intracelular y en el cambiante medio ambiente entre el oviducto y el Utero donde las secreciones
y atmosfera de gas son marcadamente diferentes (Biggers y col., 2005, Biggers y Summers,
2008, Hugentobler y col., 2008, Hugentobler y col., 2010). Varios medios secuenciales de cultivo
embrionario han sido publicados: Early-SOF/Late-SOF (Thormpson, 2000, Limy col., 2007, Rhoy
col., 2007), SOFC1/SOFC2 (Gandhi y col., 2000), G1/G2 (Krisher y col., 1999, Lane y col.,
20033, Gardner y Lane, 2014b) y CDMH/CDM2 (Olson y Seidel, 2000). Los medios
secuenciales 0 en dos etapas tanmbién pueden inplicar la adicion y sustraccion de componentes
particulares del medio basal en cada fase del cultivo (Gardner y Lane, 1998, Thormpson y cal.,
1998, Lane y col., 20033, Quinn, 2012) o el uso de un medio de cultivo diferente en cada fase
(KSOM'SOF) (Nedambale y col., 2004a, Nedambale y col., 2004b, Nedarmbale y col., 2006b).

Los medios de cultivo de una etapa o “monocultivo” bovino tales como el CR1 (Rosenkrans y
First, 1994), SOF (Tenvit y col., 1972a), BECM (Limy col., 1999), KSOM (Yang y col., 1994, Liuy
Foote, 1995, Summers, 2013), IVD101 (Abe y Hoshi, 2003, Hoshi, 2003) suelen presentarse en
dos variantes: sin recambio (Holmy col., 1999, Holm y col., 2002) o con recambio cada 48 h
generalmente para evitar la acumulacion de sustancias toxicas (Trounson y col., 1994, Carolan y
col., 1995, Moore y cal., 2007).

COtros medios secuenciales son el resultado del agregado de EDTA (Gardner y col., 2000b),
taurina (Guyader-Joly y col., 1998, Dewvreker y col., 1999) y aminoacidos no esenciales (Gardner,
1998, Thompson, 2000, Van Winkle, 2001) en la primera fase; mientras que, glucosa (Kimy col.,
19933, Matsuyama y col., 1993), &cido hialurdnico (Stojkovic y col., 2002), aminoacidos
esenciales y no esenciales (Thompson, 1996, Thormpson, 2000) y suero en la segunda etapa de
cultivo (Thompson y cal., 1998). Una préctica habitual es el agregado de alblmina sérica bovina
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(BSA) durante la primera fase y con suero en la segunda fase de cultivo, como fuente proteica,
entre otros (Wang y col., 1997). Otras funciones de éstas macromoléculas son la de proteger a
los embriones en cultivo de sustancias toxicas, aportar factores de crecimiento y ciertas
hormonas y reducir la tensién superficial del medio, evitando gue los embriones se adhieran al
instrumental (Mucci y col., 2008b). Se ha observado que la adicién de suero a los medios de
cultivo tiene un efecto bifasico sobre el desarrollo embrionario, inhibiendo los primeros estadios y
estimulando el desarrollo de morulas y blastocistos (Bavister y col., 1992, Pinyopunmmintr y
Bavister, 1994, Van Langendonckt y col., 1997, Yoshioka y col., 1997). La inclusion de suero al
medio de cultivo estaria relacionado con una aceleracion del desarrollo embrionario (Hagemann
y col., 1998, Holmy cal., 1999, Gomez y Diez, 2000, Holm y col., 2002), un nlmero mayor de
células embrionarias (Pinyopummintr y Bavister, 1994, Van Langendonckt y col., 1997) y a una
mejora en la tasa de produccidn y eclosion (Wang y col., 1997, Hagemann y col., 1998, Gomez y
Diez, 2000). Sin embargo, la incorporacion de suero en alta proporcion (>5% v/v) y desde el
inicio del periodo de cultivo tendria un efecto negativo fundamentalmente en la congelabilidad de
los embriones producidos in vitro (Massip, 2001, Rizos y col., 2001, Abe y cal., 2002, Rizos y
col., 2003, Mucci y col., 2006a).

A fin de lograr un alto desarrollo embrionario, algunos laboratorios utilizan co-cultivo con células
sométicas, medios acondicionados, y/o medios con suero. En el sisterma de co-cultivo, los
enbriones son incubados en contacto con células sométicas, mientras que en los medios
acondicionados se enriquece el medio de cultivo por contacto con células del cumulus u
oviductales previo al cultivo de los embriones. Si bien estos sistemas de cultivo pueden resultar
en elevados porcentajes de formacion de blastocistos, el cultivo celular puede canbiar/alterar los
sustratos disponibles para el embridn, y de esta forma, modificar las concentraciones iniciales en
el medio de cultivo original (Gardner y Lane, 2003, Gardner y Lane, 2014a). El suero podria
introducir en los medios de cultivo cantidades variables de factores con efectos positivos y
negativos sobre el desarrollo embrionario (Pinyopummintr y Bavister, 1994). La variabilidad del
suero podria originarse en el tipo, edad y estado fisioldgico del donante y la forma de
preparacion del suplemento. De esta forma, la presencia y concentracion de algunos de los
componentes del suero puede variar entre lotes. Esto ocasiona que la composicion final de los
medios (IVMy IVC, principalmente) cambie entre preparaciones y afectar la repetitividad de los
resultados y sus consiguientes validaciones e inferencias. En ausencia del suero, la BSA (g.
Sigma-Aldrich A8806 o AB003) aportaria los requerimientos metabdlicos necesarios a los
embriones especialmente en los estadios tempranos (Krisher y col., 1999), evitando la
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exposicion innecesaria a factores potencialmente inhibitorios del suero. El suero a bajas
concentraciones (<5% V/v) no produciria dafo mitocondrial, no reduciria la actividad mitocondrial
o incrementaria el &rea cubierta por lipidos en embriones bovinos de 2 a 16 células cultivados in
vitro, respecto del cultivo sin suero (Crocco y cal., 2013). Seguin esta Ultima publicacion, el mejor
momento del cultivo para agregar suero al medio de cultivo seria en el dia 3 de cultivo ya que
promueve la actividad mitocondrial al dia 4, sin exhibir acumulacién de lipidos.

Recientemente se han publicado varios trabajos proponiendo diferentes moléculas de origen
sintético (incluso recombinantes) capaces de remplazar el FCS y la BSA con el objetivo de
estandarizar el sisterma de produccion in vitro evitando diferencias entre lotes, reducir el riesgo
sanitario, mejorar la criotolerancia y otros fenémenos asociados como el sobrepeso de las crias
(LOS), aargamiento de la gestacion, distocia, abortos, muerte perinatal, entre otros (van
Wagtendonk-de Leeuw y cal., 1998, Abe y col., 2002, Neira y col., 2010, Moreno y col., 2015).
Entre éstas moléculas podemos nombrar: polivinil alcohol (PVA) (Lim y col., 2007),
polivinilpirrolidona (PVP) (Chung y cal., 2007), &cido hialuronico (HA) (Stojkovic y col., 2002,
Palasz y col., 2006), factores de crecimiento (IGF, EGF, ITS, GMCSF) (Neira y col., 2010),
albimina recombinante (Lane y col., 2003b) y suero sintético (Chanson y col., 2001, Dugue y
col., 2003, Moore y col., 2007, Sagirkaya y col., 2007). Si bien el desarrollo de un sistema de
cultivo definido (o al menos semi-definido) gue evite o minimice los efectos del FCS y BSA seria
altamente deseable, la mayoria de los resultados publicados hasta el momento provienen de
experimentos in vitro (con ovarios de matadero) mostrando tasas de clivaje, desarrollo,
sobrevivencia a la congelacion, eclosion y expresion génica. Resta comprobar su efecto post-
transferencia, gestacion, parto y post-parto.

Actualmente, existen dos puntos de vista opuestos acerca de la composicion del medio de cultivo
“ideal”: medio secuencial (Quinn, 2012) y el medio monocultivo (Machtinger y Racowsky, 2012).
El medio secuencial (o de dos etapas) trata de imitar las condiciones in vivo, cuando €l cigoto se
mueve desde el oviducto hacia el Utero durante el desarrollo temprano (Paternot y col., 2010).
Con €l fin de satisfacer las necesidades del enbridén en cada momento en el desarrollo y para
optimizar la calidad de los enbriones, el medio secuencial contiene una composicion diferente
durante diferentes dias de cultivo (Gardner y col., 2000a, Gardner y Lane, 2002, Gardner, 2008).
La composicion “ideal” del medio secuencial se basa en la informacion generada sobre el carmbio
de consumo de nutrientes y energia a medida que el enmbridn evoluciona con el tiempo durante
el periodo de cultivo preimplantacional (Thompson, 1997, Biggers y Summers, 2008, Gardner,
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2008). A esto se le suma que ciertas moléculas como el EDTA, glutamina y algunos aminoacidos
tienen un efecto variable (inhibitorio o0 estimulante) sobre el embridn dependiendo del momento
de desarrallo (Partridge y Leese, 1996, Steeves y Gardner, 1999, Gardner y col., 2000b). En el
sisterma de monocultivo, el embrion se cultiva en un medio que contiene todos los componentes
necesarios para el desarrollo embrionario y la composicion de este medio no canbia durante el
cultivo de embriones (Biggers y Summers, 2008). Los usuarios de este medio argumentan que el
embrion tendria la capacidad de “elegir” los nutrientes que necesita y descartar los que no, y
ademas se evitaria perturbar la placa de cultivo. Al momento la evidencia no muestra claramente
a un sisterma de medio superior al otro (Biggers y col., 2005, Biggers y Summers, 2008). Ambos
sistemas han mostrado ptimo desarrollo y calidad embrionaria al momento de la transferencia.
Tanto el sisterma secuencial (Lane y col., 2003a, Quinn, 2012) como el monocultivo (Holmy cal.,
1999, Machtinger y Racowsky, 2012) han reportado resultados satisfactorios respecto a la tasa
de desarrollo y calidad embrionaria. Sin embargo, pocos estudios han estudiado y evaluado la
tasa de implantacion, prefiez y nacimientos entre medios de cultivo secuencial y monocultivo
(Nedambale y col., 2004a, Moreno y col., 2015).

Cabe remarcar que el sistema de medio de monocultivo esta ganando popularidad nuevamente
en el ambito de los laboratorios FIV humanos. El medio monocultivo incluye todos los
ingredientes necesarios para mantener el desarrollo del embrion hasta la etapa de blastocisto y
se basa en la teoria de permitir que el embrion elija los nutrientes, vitaminas, aminoacidos,
minerales y los demas componentes necesarios para mantener un desarrollo optimo durante
todo el periodo de cultivo (Gardner y Lane, 2014a). Sabiendo que el peor enemigo de los
enbriones son las fluctuaciones, en particular del pH y la tenperatura (Swain, 2010), un sistema
de medio monocultivo tendria la ventaja de disminuir el nimero de manipulaciones y el tiempo
que el embrién esta fuera de la incubadora. Otro punto a resaltar son los factores
autocrinos/paracrinos que el embrion produce durante el desarrollo temprano los cuales
actuarian no solo el enbrion en si mismo sino también de manera cooperativa con los embriones
adyacentes (Gandolfi, 1994, Gopichandran y Leese, 2006). H efecto estimulante de estos
factores podria licuarse en un sistema de cultivo secuencial.

La gran mayoria de los ovocitos madurados in vitro se obtienen de foliculos antrales tempranos y
por lo tanto ovocitos meidticamente competentes. Sin embargo, muchos no alcanzan un
diametro dptino, la maquinaria citoplasmatica no ha conpletado o presentan anomalias
inducidas por medios de cultivo inapropiados o incompletos que afectan el posterior desarrollo
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embrionario, el numero de células del blastocisto y su la calidad, su capacidad para implantarse,
mantener la prefez y llegar a término al nacimiento (Bavister, 1995, Biggers, 2002, Gordon,
2004, Hansen, 2006, Lonergan y Fair, 2008, Cohen y Rieger, 2012, Gardner y Lane, 2014b). La
evidencia sugiere que la calidad intrinseca del ovocito es el factor clave que determina la
proporcidn de ovocitos que desarrolla a la etapa de blastocisto. La maduracién de ovocitos es un
proceso conplejo y la seleccion de los COCs, a través de su morfologia, no es suficiente para
obtener mejores tasas de maduracion y fecundacion (de Loos y col., 1989, Sirard y Blondin,
1998, Barnes y Sirard, 2000, Krisher, 2004, El-Raey y Nagai, 2014). Hay considerable evidencia
de que el medio y las condiciones de cultivo tanbién influyen en el desarrollo de enbriones
bovinos in vitro. Estos procesos implican numerosos niveles de chequeo, control de calidad y son
sensibles a la regulacion de los factores enddgenos y exdgenos (Fukui y col., 1991, Lonergan y
col., 2001, Mayer y col., 2003, Camargo y col., 2006, Lane y col., 2008). El medio ambiente en el
que se desarrolla el embridn in vitro difiere sustancialmente del que existe en condiciones in vivo.
Durante su desarrollo in vitro los embriones se ven expuestos a choques térmicos, fuentes
luminosas, atmdsfera gaseosa (5% de CO. en aire) y condiciones de cultivo estaticas
caracterizadas por una importante cantidad de medio rodeando al enmbridn que puede aportar un
exceso, o bien carecer de los nutrientes necesarios (Krisher y Bavister, 1998b, Bavister, 2000,
Thompson, 2000, Leese y cal., 20083, Vajta y cal., 2010, Gardner y Lane, 2014b, Chronopoulou
y Harper, 2015, Gardner y Harvey, 2015, Leese, 2015). Estas condiciones de cultivo permiten
obtener <40% de embriones viables al dia 7, en relacion a los ovocitos puestos a madurar
(Lonergan y cal., 2001, Galli y col., 2003, Hansen, 2006). La tasa de produccion de blastocistos
pareceria aumentar sustancialmente (>60%) cuando se mejora y sincroniza la meduracion
nuclear y citoplasmética (Hussein y col., 2006, Gilchrist y Thompson, 2007, Gilchrist y col., 2008,
Albuz y col., 2010, Gilchrist y col., 2015, Lonergan y Fair, 2016) y/o cuando se sincroniza y
estimula el desarrallo folicular mediante FSH (Blondin'y col., 2002, Nivet y col., 2012, Dias y cal.,
2014) 44-68 hs antes de realizar OPU. El cultivo in vitro, esto es, la atmdsfera, el medio, los
suplementos v la plataforma de soporte embrionario afecta el desarrollo embrionario y por ende
condiciona la capacidad de los embriones a implantarse y resistir las bajas temperaturas durante
el congelamiento (Fukui y col., 1991, Carolan y col., 1995, Massip y cal., 1995, Holmy Callesen,
1998, Massip, 2001, Abe y col., 2002, Imai y col., 2002, Vajta y Kuwayama, 2006). En la Tabla 7
se observan algunas de las diferencias encontradas entre anmbos tipos de enmbriones.

Tabla 7: Diferencias entre embriones bovinos producidos in vivo e in vitro (Greve y col., 1993,
Leibo y Loskutoff, 1993, Pollard y Leibo, 1993, Pollard y Leibo, 1994, Fariny col., 1995, Massip y
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col., 1995, Whight y Ellington, 1995, Van Soom y col., 1997a, Van Soomy col., 1997b, Homy
Callesen, 1998, Abe y col., 19993, Boni y col., 1999, Khurana y Niemann, 2000b, Crosier y cal.,

2001, Holm y col., 2002, Rzos y col., 20023,
McHughes y cal., 2009)

Rizos y col., 2002c, Ushijima y col., 2008,

Invivo

In vitro

Alta tasa de incorporacion de amino acidos

Baja tasa de incorporacion de amino acidos

Alta tasa de oxidacion de glucosa a CO

Baja tasa de oxidacion de glucosa a CO»

Baja ocurrencia de polispermia

Alta ocurrencia de polispermia

Baja presencia de mitocondrias anormales y
degeneradas

Alta presencia de mitocondrias anormales y
degeneradas

Baja produccion de lactato

Alta produccion de lactato

Baja tasa de produccion de amonio

Alta tasa de produccion de amonio

Bajo grado de vacualizacion del citoplasma en
los blastomeros

Alto grado de vacuolizacién del citoplasma en
los blastémeros

Blastomeros regulares Blastomeros irregulares

Compactacion evidente de morulas Compactacion no evidente

Conmpleta oscuridad Exposicidn a la luz (lupa, microscopio, etc.)
Espacio perivitelino grande Espacio perivitelino pequerio

Expresion génica normal Expresion génica alterada

Intercambio permanente y dinamico entre el | Condiciones de cultivo estaticas

enbrion y su madre

Intercambios dindmicos permanentes entre el
embrion y el medio

Condiciones de cultivo estéticas, presencia
excesiva 0 ausencia de algunos metabolitos

Largo de gestacién normal

Incremento en la duracion de la gestacion

Mayor densidad

Menor densidad

Mayor masa celular interna (MCI)

Menor MC

Mayor nro. y tamano de complejos de union
entre las células de MCl
trofoblasticas (CT)

y células

Menor nro. y tamano de complejos de unidn
entre las células de MCl y CT

Mayor relacién MCI:CT

Menor relacion MCl:CT

Mayor tasa de oxidacion de glucosa en
blastocistos

Mayor tasa de oxidacion de glucosa en
morulas

Menor/bajo nimero de cromosomas anormales

Mayor/alto nimero de cromosomas anormales
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Menor presencia de lipidos Mayor presencia de lipidos

No hay blogueo en €l desarrollo Si hay bloqueo en el desarrollo (estadio de 8
células)

No hay fragmentacion del citoplasma Si hay fragmentacion del citoplasma

Normal desarrollo fetal Mayor desarrallo fetal

Oz y CO2 controlado Exposicién directa al gas atmosférico

Oscuridad total Exposicion a luz diurma y del microscopio

Pequenias cantidades de fluidos del oviducto | Gran cantidad de medio sintético rodea a

rodean al embridn embrion

Peso al nacimiento normal Incremento del peso al nacer

Presiones de Oz y CO: controladas Exposicién directa a la atmdsfera gaseosa

Temperatura corporal constante Choaques térmicos

Temperatura de desarrollo constante Shock térmico

Volumen minimo de secreciones genitales | Volumen importante de medio de cultivo

rodeando al embrion rodeando al embrion

ZP de dificl disolucion ante tratamientos | ZP faciimente disuelta

enzimaticos

E sistema de cultivo funciona cuando se tiene presente todos los aspectos del proceso en su
conjunto y como interaccionan entre si. Esto es, no solo es importante el medio de cultivo
propiamente dicho si no también el ambiente gaseoso, volumen de incubacion y ndmero de
cigotos/embriones en cada gota, tipo y cantidad de suplementacion de macromoléculas, entre
otros(Gardner, 2008, Houghton, 2012, Kovaci¢, 2012, Meintjes, 2012, Reed, 2012, Zander-Fox y
Lane, 2012). H cultivo de embriones en volumenes de medio reducidos y/o en grupos aumenta
significativamente la tasa de desarrollo embrionario (Paria y Dey, 1990a, Donnay y col., 1997,
Fujita'y col., 2006, Hoelker y cal., 2010, Reed, 2012, Wydooghe y cal., 2014), aumenta el ndmero
de células del blastocisto (ODoherty y col., 1997, Khurana y Niemann, 2000a) y su viabilidad
(Marquant-Leguienne y Hurmblot, 1998, Senatore y col., 2010). El efecto pronotor del desarrollo
embrionario post compactacion cuando mas ermbriones son cultivados en la misma gota esta
también relacionado con el tamarfio de la misma (Keefer y col., 1994, Carolan y col., 1996,
ODoherty y col., 1997). Se ha propuesto que €l beneficio que experimentan los enbriones
cuando son cultivados en volumenes pequefios y/o en grupos se debe a la produccidon y

liberacién de factor/es especifico/s provenientes de los de embriones con efecto autocrino y
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paracrino que estimulan el desarrollo (Paria y Dey, 1990a, Gandolfi, 1994, Gopichandran y
Leese, 2006, Richter, 2008, Hegde y Behr, 2012). El cultivo de los enmbriones en un volumen
grandes de gota produciria un efecto dilucion de éstos factores (Gardner, 1994, Ahern y Gardner,
1998). Este fendmeno no se limita solamente a las especies multiovulatorias como el ratén (Lane
y Gardner, 1992, Salahuddin y col., 1995) o el cerdo (Stokes y cal., 2005), sino también en
especies monovulatorias como la oveja (Gardner y col., 1994), la vaca (Donnay y col., 1997,
Fujita y col., 2006), y el humano (Ebner y col., 2010). Se ha demostrado, tanto en el raton como
en el bovino que el aumento de la relacion embridn:gota estimula especificamente el desarrollo
de la MCI (Ahern y Gardner, 1998).

Existe hoy un debate interesante sobre el cultivo de enbriones ya sea en grupos o de forma
individual (Sugimura y col., 2010, Kirkegaard y col., 2015, Carrocera y col., 2016). La
identificacion de los embriones con mayores posibilidades de inplantarse en el Utero es
fundamental en los tratamientos de fertilizacion in vitro en humanos. Reconocer con exactitud a
es0s embriones con mayor potencial de implantarse ayuda a minimizar los riesgos de embarazos
multiples los cuales estan asociados a un mayor riesgo de morbilidad materna y fetal. Diversos
estudios han demostrado la existencia de una relacion entre la morfologia de los embriones y la
tasa de implantacion (Shulman y col., 1993). Sin embargo los criterios de seleccidn de embriones
basados Unicamente en rasgos morfoldgicos resultan insuficientes y por €ello se ha estan
explorando la utilidad de otras caracteristicas tales como la morfologia de los pronlicleos, el ritmo
de desarrollo in vitro, niveles de antigeno G leucocitario en el medio de cultivo, biomarcadores en
el liquido folicular, entre otros (Scott y col., 2000, Noci y col., 2005, Sakkas y Gardner, 2005,
Botros y cal., 2008, Chen y col., 2013, Montag y col., 2013). E seguimiento del ritmo de
desarrollo embrionario in vifro por un sistema de video camara computarizado parece ser una
alternativa para identificar los embriones méas adecuados para transferir (Basile y Meseguer,
2012, Sugimura y col., 2012, Kirkegaard y col., 2015). La seleccidn de los embriones a transferir
se debe realizar minimizado la exposicion de los embriones a condiciones desfavorables, ya que
la apertura de las incubadoras de manera frecuente causa desequilibrios en su ambiente que
alteran la temperatura, humedad, pH del medio de cultivo, y que pueden dermorar bastante en
volver a la normalidad. El sistema de video computarizado dentro de la incubadora representa
una alterativa para evaluar €l ritmo de desarrollo de los embriones de manera continua sin
perturbarlos. Pero este sisterma esta basado en el cultivo individual de embriones. El cultivo de
embriones de manera grupal o individual tiene cada uno ventajas y desventajas (Tabla 8).
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En los dltimos arios, la produccién de blastocisto ha ido mejorado por la implementacién de
varias estrategias tales como el co-cultivo de enbriones con células sométicas adultas autélogo
o heterdlogos, lineas celulares establecidas las lineas celulares (Bongso y cal., 1991, Goto y cal.,
1992, Catt, 1994, Duszewska y col., 2000, Ménézo y col., 2012), el uso de medios de cultivos
secuenciales libre de suero (Gardner, 1998, Olson y Seidel, 2000, Quinn, 2012), el cultivo
briones en volimenes medio reducidos (Salahuddin y col., 1995, Nagao y col., 1998, Hoelker y
col., 2009, Hoelker y col., 2010, Sugimura y col., 2013) y el cultivo en grupo (ODoherty y cal.,
1997, Ahern y Gardner, 1998, Ward y col., 2000a, Fuijita y col., 2006, Senatore y col., 2010, Reed
y col., 2011, Wydooghe y col., 2014).

Tabla 8: Cultivo en grupo de enmbriones. Potenciales ventajas y desventajas (Reed y col., 2011)

Ventajas Desventajas

La acumulacion de factores embriotréficos
secretados por los enmbriones de alta calidad
podria mejorar o favorecer la competencia de

La acumulacién de factores de embriotoxicos
secretados por embriones de baja calidad
podria disminuir la competencia de los

todos los embriones embriones cercanos
Los requerimentos de cada enbridn son
Unicos y pueden verse influenciados
negativamente a  agotarse  nutrientes

esenciales

No es factible realizar un seguimiento de los
embriones de manera individual a los fines de
poder realizar una mejor seleccion por calidad,
a través de la tasa de desarrollo, normalidad
de los blastémeros o de perfiles metabdlicos
No se puede cultivar embriones biopsiados

El desafio de optimizar las condiciones de cultivo para lograr maximizar la tasa de desarrollo de
blastocistos viables ha llevado a replantear las condiciones de cultivo a los fines de lograr mayor
productividad y alcanzar congelar mas enbriones PIVE (Marquant-Leguienne y Hurmblot, 1998,
Heming y col., 2004, Hansen, 2006, Lonergan y Fair, 2008, Absalon-Medina y col., 2014). Una
de las principales razones del cultivo en grupo seria la modificacion del microambiente por parte
de los embriones debido a la secrecion de factores estimulantes del crecimiento (Paria y Dey,
1990a, Gandolfi, 1994, Richter, 2008, Senatore y cal., 2010, Hegde y Behr, 2012). Sin enmbargo,
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otros factores tdxicos o sustancias inhibidoras derivados de embriones de mala calidad o que
hayan iniciado un proceso de degradacién pueden tener influencias negativas sobre los
enbriones vecinos en la microgota (Tao y col., 2013). Estos embriones podrian conmpetir con los
embriones viables por los nutrientes esenciales limitando o reduciendo su acceso (Reed y cal.,
2011, Absalon-Medina y col., 2014). Por lo tanto, durante el cultivo in vitro preimplantacional
podria haber un beneficio en la distribucion de embriones en la microgota de acuerdo a la su
calidad, grado de progresion en el desarrollo y division celular (Jones y col., 1998, Tao y cal.,
2013, Wydooghe y coal., 2014).

Reportes contradictorios sugieren que el cultivo de 1 embrion en una gota 10 pl presenta un
desarrollo significativamente menor en comparacion con 10 embriones cultivados en una gota 50
Ul (28,0% vs. 459%) (Blondin y Sirard, 1994). Resultados similares fueron encontrados al
cultivar 1 embridén por microgota (0% de desarrollo), de 3 a 6 embriones/microgota logré 6%
mientras que 23% de blastocisto se produjo cuando 20 embriones fueron cultivados en la misma
microgota (Donnay y col., 1997). Otros trabajos mostraron un efecto favorable al aumentar la
densidad de embriones ya sea disminuyendo el volumen de medio de cultivo o incrementando el
namero de embriones incubados por unidad de volumen (Yuan y col., 2000, Gordon, 2003c,
Wydooghe y col., 2014). También se ha intentado utilizar al co-cultivo con células sométicas
como refuerzo cuando se cultivan pocos ovocitos con resultados insatisfactorios (Hendriksen y
col., 1999), aunque la calidad del embrion si mejoraria al agregar el co-cultivo de igual manera
que cuando se disminuye el volumen de medio (Donnay y col., 1997). La adicién de factores de
crecimiento al medio de cultivo parecerian tener un efecto positivo en los enbriones bovinos
(Flood y col., 1993, Thibodeaux y col., 1995a, Thibodeaux y col., 1995b, De Moraes y Hansen,
1997, Olson y Seidel, 2000), aunque solo seria significativamente efectiva si se cultivaron los
embriones en alta densidad (>25-30 embriones por microgota) (Keefer y col., 1994, Paula-Lopes
y col., 1998). La accion cooperativa entre los embriones cultivados en grupos grandes ha sido
descripta de manera extensa por varios investigadores (Paria y Dey, 1990a, Keefer y col., 1994,
Ahern y Gardner, 1998, Nagao y col., 2008); aunque este efecto positivo también se evidencia
durante la IVM cuando los ovocitos son madurados en grupos mayores a 30 por gota (Katska y
col., 1998). En situaciones como OPU-PIVE donde se recuperan pocos ovocitos en promedio por
donante (Merton y col., 2003), el cultivo en pequerias gotas (10-12 ul) con el agregado de suero
en el dia 5 de cultivo conducia a un aumento significativo en el rendimiento de blastocisto
(Hagemann y col., 1998). Otra estrategia reportada para mejorar el desarrollo de blastocistos
ante un escenario de baja densidad (de uno a cinco enbriones por microgota) propone la
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reduccion de la tension de oxigeno entre 1-2,5% durante el periodo de cultivo o la exclusion de
fosfato del medio de cultivo (Nagao y col., 1998, Nagao y col., 2008). El nlimero de enbriones en
cultivo no solo afecta la tasa de desarrollo si no también la liberacién de interferdn tau (IFIN-t)
(Larson y Kubisch, 1999). Sistemas de produccion de embriones individuales en medios
definidos presentan un desafio importante (Fukui y col., 2000). Otros estudios mostraron gue,
ademas de la menor produccion de embriones en el cultivo individual, la tasa de eclosion
también se ve afectada de manera significativa (Yuan y col., 2000). La tasa de produccion de
blastocistos se maximiza cuando el nimero de ermbriones en la gota de cultivo es mayor a cinco,
siendo el gptimo en términos de cantidad y calidad cuando el tamario del grupo supera los 25
embriones por gota (Ward y col., 2000a). Ademas de esta conclusion, el trabajo dejé claro que el
numero de emrbriones por gota, es el factor que mas influye en la tasa de desarrallo y calidad de
los blastocistos en lugar del volumen de medio. La respuesta cooperativa entre enbriones
también pareceria operar cuando ovocitos de mala o baja calidad son cultivados en grupos
mayores a 40 por gota, situacién donde la tasa de desarrollo mejoro significativamente (Khurana
y Niemann, 2000a).

El objetivo final de las técnicas de reproduccion asistida es la multiplicacion de reproductores
seleccionados a través del nacimiento de crias sanas. A pesar del rapido progreso en este
campo, €l nivel de ineficiencia sigue siendo alto (solo un 40% de los ovocitos puestos en cultivo
llega a blastocisto) (Lonergan y Fair, 2008, Lonergan y Fair, 2014). El microambiente in vitroy los
medios de cultivo donde se desarrollan los ermbriones no reflejan las mismas condiciones que se
encuentran en el tracto reproductor femenino. La definicién de los nutrientes, factores de
crecimiento y sustratos Optimos para todo el proceso de produccion in vitro de embriones
conduciria a una mejor comprension de los puntos criticos para el desarrollo embrionario
temprano preimplantacional (Absalon-Medina y col., 2014). Sin embargo, la naturaleza dinamica
y conpleja de las condiciones in vivo hace que sea dificil duplicar in vitro tal microambiente
mediante el uso de medios definidos. No obstante, existe la posibilidad de mejorar €l sisterma de
cultivo entendiendo mas las interacciones fisico-quimicas entre las gametas y embriones con el
microambiente aprovechando la gran plasticidad que muestran al desarrollarse bajo las actuales
limitadas condiciones ofrecidas. Las mejoras en los sistemas de cultivo deberan centrarse en el
metabolismo embrionario en cada etapa de la produccidn in vitro de embriones dado que, en
condiciones in vivo, el embridn es expuesto a un entorno dinamico y cambiante (Gardner, 1998,
Gardner, 2008, Gardner y Lane, 2014a, Gardner y Harvey, 2015). H consuno de piruvato de
sodio y otros acidos carboxilicos es relativamente mayor en la etapa precompactacion
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coincidente con el ambiente relativamente mas oxigenado del oviducto. Una vez en el Utero, la
tension de oxigeno se reduce y aumenta el metabolismo de glucosa para acompanar una mayor
demanda de energia por parte de la morula compacta o blastocisto temprano. El cambio de bajo
a alto consumo de glucosa se produce en la mayoria de las especies (Thompson y col., 2000,
Thompson y Peterson, 2000, Summers y Biggers, 2003), el cual junto con el manejo correcto de
otros nutrientes esenciales, factores de crecimiento, antioxidantes y amino acidos que el embrion
consume de manera selectiva (Combelles y Hennet, 2012, Hegde y Behr, 2012, Houghton, 2012,
Meintjes, 2012, Zander-Fox y Lane, 2012) se traduciria en un menor ndmero de dificultades a la
hora de sobrepasar el "bloqueo de desarrollo” y se lograria una mayor produccion de ermmbriones
de alta calidad que logren alta sobrevida pos-criopreservacion y resultados satisfactorios luego
de la transferencia (Bavister, 2000, Enright y col., 2000, Betteridge, 2006, Hansen, 2006, Vajta y
col., 2010, Absalon-Medina y col., 2014).

1.4.1. Metabolismo embrionario

Bl estudio del metabolismo embrionario tenprano en mamiferos comenzé hace varios anos
(Leese, 2012). Mientras que en el periodo de las décadas de 1940 y 1960 el trabajo se centrd en
el efecto de la adicion de sustratos de energia a los embriones en cultivo, el mayor progreso en
la comprension del metabolismo embrionario se logré en la década de 1970 (Shepard y cal.,
1970, Biggers y Stern, 1973, Biggers y Borland, 1976). Durante esos anos se experimentd con
compuestos marcados radioactivamente y se examinaba €l destino final de esos elementos
anadidos al medio. Al igual que en otros aspectos del conocimiento en relacién al desarrollo
embrionario temprano en mamiferos, los primeros experimentos y datos provienen de especies
laboratorio clasicas como el raton, hamster y conejo. Luego siguieron los grandes animales
domésticos, principalmente ovejas, cerdos, y vacas (Biggers, 1987). El mayor impulso en la
investigacion en el desarrollo embrionario termprano ocurrié en el humano con el objetivo de
aplicar los conocimientos y avances en el tratamiento de la infertilidad (Steptoe y Edwards,
1978). En casi todas las especies estudiadas, €l metabolismo del embridn en division es
relativamente quiescente, desde cigoto hasta el estadio de moérula (Leese y col., 2008a). H
consumo de oxigeno durante ese periodo es relativamente bajo, y el sustrato dominante que el
consume del medio de cultivo es el piruvato (Rieger y Loskutoff, 1994). H piruvato se consume a
una tasa casi constante. La fuente de piruvato proviene generalmente de la conversién
glucalitica de la glucosa o tomada directamente del medio de cultivo. El piruvato también puede
entrar en el ciclo de Krebs, donde puede ser oxidado conpletamente. A medida que el emborion
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progresa en la division a blastocisto, hay un fuerte incremento en el consumo de glucosa con el
consiguiente aumento en la liberacion de lactato al medio de cultivo. Coincidente con esto hay
una caida en el consumo de piruvato. Con la formacidn del blastocisto, el consumo de oxigeno
también se incrementa (Thormpson y col., 1996, Gardner, 1998, Gardner y col., 2000c, Harvey,
2007) apoyando la idea de que la produccion de lactato por la via glucdlitica tiene un
transcendencia menor en la generacion de ATP para el blastocisto. Es mucho més probable que
la glucdlisis se eleva para satisfacer las necesidades de carbono para procesos de biosintesis en
lugar de ser fuete de energia dado que la glucdlisis es un proceso relativamente ineficiente en la
generacion de ATP. La adicion de aminoacidos al medio de cultivo ha tenido un efecto positivo
sobre productividad del sistema PIVE cono asi también en la calidad de los enbriones
resultantes. La contribucién de los aminoacidos a la produccion del ATP no esta claro, sin
embargo, se lo ha relacionado con la tasa de produccion de blastocistos (Rosenkrans y First,
1994, Lane y Gardner, 1997a) y con la viabilidad embrionaria (Houghton y cal., 2002, Sturmey y
col., 2010). Al considerar el metabolismo energético termprano de los embriones, es importante
considerar la contribucion de los triglicéridos enddgenos (Ferguson y Leese, 1999). La -
oxidacién de los acidos grasos es imprescindible durante la maduracion de los ovocitos, el
desarrollo y en la etapa preimplantacional (Ferguson y Leese, 2006). Se ha identificado la
importancia de la oxidacidn de acidos grasos durante el desarrollo embrionario en diferentes
especies. La carencia 0 ausencia de nutrientes esenciales no inpide la continuidad de desarrollo
de los embriones en varias especies (Kane, 1987, Thompson y col., 1992, Leese, 2012). Esto se
puede explicar por el contenido de triglicéridos intracelulares que actuaria amortiguando la falta
del sustrato faltante, transformandose en una fuente de energia alterativa (Ferguson y Leese,
2006, Sturmey y col., 2009, McKeegan y Sturmey, 2011, Dunning y col., 2014). Ademés de las
caracteristicas basicas del metabolismo energético durante el desarrollo temprano del embrion
que refiere principalmente a la generacion de ATP, la via de las pentosas fosfato es una ruta
metabdlica necesaria para la biosintesis de nucledtidos y acidos nucleicos en ovocitos y
embriones (Javed y Wright, 1991, Sutton-McDowall y cal., 2010).

Son varias las razones de porque resulta importante estudiar el metabolismo embrionario. Un
objetivo radica en disefiar medios de cultivo especificos para cada especie que contengan los
nutrientes apropiados y necesarios para producir descendencia viable y sana (Chronopoulou y
Harper, 2015). Ademés, se estudia el metabolismo embrionario a los fines de encontrar un
método no invasivo y en tiempo real para seleccionar los enbriones con mayor potencial de
generar prefieces (Botros y col., 2008, Aydiner y col., 2010, Uyar y Seli, 2014, Perkel y cal.,
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2015, Radgaard y cal., 2015). Por otra parte, con el advenimiento de la transferencia nuclear con
células sométicas en ovejas (Wimut y col., 1997, Wiimut y col., 2002), cabras (Baguisi y cdl.,
1999), cerdos (Polejaeva y col., 2000) y bovinos (Cibelli y col., 1998) se requiere entender con
mayor detalle la fisiologia celular para su aplicacion en la medicina regenerativa y en las nuevas
técnicas destinadas a remplazar las mitocondrias en ovocitos ‘viejos” en los programas de
fertilizacién asistida (Hiendleder y Wolf, 2003, Spikings y col., 2006, Yabuuchi y col., 2012,
Richardson y col., 2015). Estas herramientas requieren una comprension detallada de la
regulacion metabdlica del embrion preimplantacional para meximizar las chances de éxito,
continuar avanzando en mejorarlas y descubrir nuevas.

Otra razdn para continuar estudiando el metabolismo enbrionario tiene lugar en la necesidad de
identificar marcadores biologicos de la salud y viabilidad del embridn. Esto se basa en la
variabilidad inherente en el metabolismo entre los diferentes embriones co-cultivados en una
misma gota. La hipdtesis del “embridn tranquilo” (Leese, 2002) propone que la supervivencia de
los embriones preimplantacionales mejora cuando el metabolismo es bajo. Esta situacion puede
generarse reduciendo la concentracion de nutrientes en el medio de cultivo y por tanto, como
consecuencia del cultivo embrionario in vitro se produce el aumento de la actividad metabdlica la
cual compromete la capacidad de desarrollo. La reduccion del metabolismo mediante
bloqueantes quimicos del metabolismo oxidativo o disminuyendo el nivel de oxigeno o la
temperatura, mejora el desarrollo. Esta teoria, que propone que los embriones viables tienen una
tasa metabdlica disminuida, ha sido apoyada por varios estudios que muestran que los
embriones con un metapolismo acelerado tanto de los hidratos de carbono cono los
aminoacidos presentan una viabilidad disminuida post-transferencia (Lane y Gardner, 1996,
Donnay y col., 1999, Guerif y col., 2013). Sin embargo, otros estudios muestran que el
metabolismo elevado de la glucosa consumo en un momento determinado del desarrollo
embrionario estaria asociado a una mayor viabilidad del embrion (Gardner y col., 2011).

Las enfermedades metabdlicas asociadas a animales de alta produccion podria tener un
correlato con el metabolismo embrionario el cual podria proporcionar informacion sobre los
mecanismos que interfieren con la fertilidad y potencialmente identificar intervenciones
terapéuticas (Boland y col., 2001, Pryce y col., 2004, Leroy y col., 2008a, Leroy y col., 2008b).
Hay evidencia que los procesos metabdlicos pueden influir directamente en la expresion génica
(Van Hoeck y cal., 2015). Aproximadamente el 30% de las crias derivadas de embriones PIVE
tendrian un alto peso al nacer, las gestaciones tendrian una mayor duracion, y existiria un sesgo

105



en la relacién macho:hembra (mayor proporcion de machos) (Thompson y Peterson, 2000,
Gutierrez-Adan y col., 2001a, Camargo y cal., 2010). Estas falencias del sisterma PIVE podrian
también tener un origen en desarreglos metabdlicos (Biggers, 2004, Thompson, 2006, Absalén-
Medina y col., 2014, Gardner y Harvey, 2015).

El método y protocolo de medicion del metabolismo ermbrionario es critico a la hora de extrapolar
los descubrimientos al proceso in vivo. Los datos disponibles sobre el metabolismo embrionario
se basan en la determinacion por agotamiento o aparicion del sustrato en estudio en el medio
ambiente donde se desarrolla el embrién. Es necesario remarcar que en la mayoria de los
estudios realizados, €l sisterma PIVE utilizado es estatico en contraposicion a lo que ocurre in
vivo (dindmico). A esto se le suma la estrategia de cultivo elegida en relacion al nimero de
embriones por gota, tamano de la gota y frecuencia de recambio del medio (Gardner y Harvey,
2015). Dada la heterogeneidad en el potencial de desarrollo embrionario, las mediciones
individuales son clave. Se han utilizado sustratos marcados radioactivamente (Rieger, 1992),
enzimas ligadas a compuestos fluorescentes aptas para detectar la aparicion y desaparicion de
un sustrato (Guerif y col., 2013), protedmica y metabolomica para el andlisis cualitativo y
cuantitativo de proteinas y metabolitos, respectivamente, con la finalidad de obtener un pexfil las
proteinas y metabolitos existentes (Katz-Jaffe y col., 2005, Krisher y col., 2015), consumo de
oxigeno para determinar el metabolismo oxidativo por nanorespirometria (Lopes y col., 2007),
inhibidores metabdlicos y cofactores enzimaticos con el fin de inhibir o favoreces ciertas vias
metabdlicas (Gardner y col., 2000b), entre otros. Debido a que el metabolismo es dindmico, un
enbrion puede responder rapidamente en respuesta a un cambio en el ambiente externo. Si bien
estos andlisis podrian ser un factor de estrés, los embriones son extremadamente plasticos y
adaptables (Martinez Arias y col., 2013, Absalén-Medina y cal., 2014).

Mentras que la industria de FIV humana ha evolucionado hacia los medios de cultivo definidos
utilizando fuentes macromoleculares tales como la alblmina recombinante, el suero continta
siendo utilizado en muchos sistemas de produccion animal. El cultivo con suero ha demostrado
aumentar la tasa y cinética de desarrollo de blastocistos en bovinos (Thompson y col., 1998,
Holmy col., 1999, Rizos y cal., 2003, Leivas y col., 2011). Sin embargo, su presencia tanbién se
ha asociado con un aumento intracelular de lipidos (Ferguson y Leese, 2006), la alteracion del
metabolismo (Reis y cal., 2003), aumento del estrés oxidativo (Cagnone y Sirard) y la reduccidn
de la supervivencia post vitrificacion (Rizos y col., 2001, Gomez y col., 2008).

106



Ademas de que el embrion se adapta a su medio ambiente, el medio de cultivo tanmbién cambia
por su interaccidn con las condiciones externas (nivel de CO», termperatura) y con los embriones.
El agotamiento sustratos y la acumulacién de sustancias liberadas por el enbridén como lactato y
aminoacidos cambian el medio ambiente que rodea al embridn. La acumulacion de amonio
proveniente de la glutamina (Gardner y Lane, 1993) y del lactato interferiria con el sistema
buffer/oH del medio y podria producir el agotamiento de los sustratos necesarios para la
generacion de ATP (de Souza y cal., 2015).

La produccion de lacto en altas cantidades por parte del blastocisto serviria para facilitar varias
funciones clave durante la implantacion (Gardner, 2015). Estas incluyen la biosintesis y
preparacion del tejido endometrial, promover la formacion de nuevos vasos sanguineos y la
induccion de la modulacidn local del sisterma inmune en el ambiente uterino (Gardner y Harvey,
2015). La disponibilidad de nutrientes, la concentracion de oxigeno y el estado reduccion-
oxidacion del blastocisto regulan la actividad de las vias metabdlicas especificas (Harvey y col.,
2002). La pérdida del equilibrio metabdlico esté asociado a una reduccion en el potencial de
implantacion y desarrollo fetal subsiguiente (Gardner y col., 2000c). Incluso un estrés metabdlico
transitorio en el estadio de blastocisto puede afectar el desarrollo fetal y el peso al nacer
(Heming y cal., 2004, Takahashi, 2012).

Una relacion entre el metabolismo del blastocisto y la posterior viabilidad después de la
transferencia se informo por primera vez en 1980 (Renard y col., 1980) donde se mostrd una
correlacion positiva entre el consumo de glucosa por el blastocisto y el establecimiento de la
prefiez. El andlisis de la conexion entre la actividad metabdlica y la viabilidad revelé que tanto la
tasa de consumo de nutrientes y su destino metabdlico estaban relacionadas con la viabilidad
(Lane y Gardner, 1996, Donnay y col., 1999). La capacidad de los blastocistos de producir una
cantidad constante de lactato durante la implantacion tiene una importancia fisiolégica. Los
embriones que son capaces de mantener niveles adecuados de actividad a través de las vias
metabdlicas especificas tienen una mayor viabilidad (Gardner y col., 2011, Lee y col., 2015). Un
estudio reciente demostré que los embriones pronucleados que clivan mas rapido produjeron
blastocistos mas viables, y que tales blastocistos tienen un consumo de glucosa mas alto y una
tasa glucolitica més baja que los blastocistos desarrollados a partir de cigotos con tasa de dlivaje
lenta (Lee y col., 2015). Bl andlisis de la utilizacion de aminoacidos en embriones sefiala que, en
general, aquellos enmbriones que llegaron al estadio de blastocisto exhibieron un menor recambio
de aminoacidos en comparacion con los embriones "no viables", lo cual refuerza la hipétesis de
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que un "metabolismo tranquilo” es consistente o se correlaciona positivamente con la viabilidad
embrionaria (Leese, 2002, Baumann y col., 2007, Leese y cal., 2007, Leese y col., 2008a). Esta
hipétesis platea que los embriones con alta viabilidad tienen una baja actividad metabdlica 1o
cual refleja una fisiologia menos estresada, menor consumo de nutrientes y bajo recanbio de
aminoacidos (Leese y col., 2008a). Sin embargo, otros estudios no apoyan esta hipdtesis (Lane y
Gardner, 1996, Gardner y col., 2011). Estos trabajos manifiestan que la viabilidad embrionaria
estaria asociada a un aumento de la tasa metabdlica. De hecho, el consumo de oxigeno por
embriones en desarrollo indica que la viabilidad estaria asociada con el aumento en la tasa de
consumo de oxigeno (Lopes y col., 2010a, Lopes, 2012). Estas teorias aparentemente
antagonicas tendrian tendria como principal diferencia en que los estudios sobre lo cual se
construyd la hipétesis de “metabolismo tranquilo” tiene como factor comiin el uso de 20% de
oxigeno durante el cultivo y andlisis metabdlico de los enmbriones. Este alto nivel de oxigeno
gjerce efectos negativos en la expresion genética, proteomica y metabolismo del ermbridn (Ajduk
y Zemicka-Goetz, 2012, Montag y col., 2013, Sakkas, 2014, Gardner y Harvey, 2015).

En resumen, el blastocisto exhibe un metabolismo caracterizado por altos niveles de glicolisis
aerobia. La demanda de energia por parte del blastocisto no sdlo proviene a medida que
aumenta el ndmero de células, sino también con el aumento concomitante de la biosintesis
producto de la mayor cantidad de células, la formacion y mantenimiento del blastocele. La
glucosa consumida por el blastocisto se requiere también para la produccion de intermediarios
biosintéticos y reductores equivalentes. Ademés, la glucosa estaria vinculada en la proporcion o
relacién de macho:hemmbra. El sisterma “lanzadera malato-aspartato” juega un papel clave en la
regulacién del metabolismo de la glucosa en el blastocisto. El lactato producido por el blastocisto
podria facilitar el proceso de implantacion a través de su capacidad para aumentar la
angiogénesis y regular/modular la funcién inmune local. Aunque el embrion puede adaptarse a
los cambios ambientales y a diferentes concentraciones de nutrientes (plasticidad enorionaria),
la adaptacion y/o tolerancia a esa situacion tiene un costo en términos de capacidad de
desarrollo. Bl estrés producto de las condiciones de cultivo (temperatura, CO., Oz) y/o amonio,
puede impactar negativamente en el metabolismo del blastocisto y conmprometer su viabilidad.
Existe evidencia clara de que el metabolismo es un indicador de la salud del enbridén. Sin
embargo, resta elucidar con mayor detalle como se ve afectado el metabolismo por las
perturbaciones (condiciones de cultivo, ingredientes del medio de cultivo, pH, osnolaridad,
apertura de la incubadora, luz, etc.), los mecanisnos reparadores y como funcionan. La
regulacién de las vias metabdlicas durante el desarrallo termprano puede ser critico para la salud
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del embrion a largo plazo. Las demandas de energia para la sintesis proteica, division celular y
formacion de blastocistos requieren de una adecuada regulacion de las vias nutriente-sensibles,
mientras que la desregulacion puede contribuir a la desaceleracion del desarrollo, pérdida de
viabilidad, y/o muerte embrionaria temprana (Shepard y col., 1970, Biggers y Stern, 1973,
Biggers, 1987, Bavister, 1995, Leese, 1995, Thormpson, 1996, Krisher y Bavister, 19983,
Khurana y Niemann, 2000b, Lane, 2001, Watson y Barcroft, 2001, Gopichandran y Leese, 2003,
Sinclair y col., 2003, Baczkowski y col., 2004, Fleming y col., 2004, Sutton-McDowall y col., 2010,
Leese, 2012, Baltz, 2013, Martinez Arias y col., 2013, Montag y col., 2013, Downs, 2015,
Gardner y Harvey, 2015, Leese, 2015).

1.5. Deficiencias del sistema PIVE

Las deficiencias encontradas en el sisterma de produccion in vitro de embriones, se deberian a
factores multicausales. La capacidad del ovocito maduro de sobrepasar las etapas tempranas
(fertilizacidn, desarrollo preimplantacional y la implantacion) se denomina competencia y es una
medida de su calidad (Leibfried-Rutledge, 1999, Gandolfi y Gandolfi, 2001, Lonergan y cal.,
2001, Merton y col., 2003, Hussein y col., 2006). El ovocito adquiere la competencia de manera
gradual y secuencial durante la foliculogénesis a medida que éste crece y las células que lo
rodean se diferencian (Eppig, 1996). Muchos factores durante el desarrollo folicular afectan la
competencia de los ovocitos, por ejenplo, (1) el estado fisioldgico y reproductivo de la hembra
donante, el origen de los ovocitos, donde los ovocitos derivados de foliculos grandes son mas
competentes que los que provienen de foliculos pequerios (Lonergan y col., 1994b, Leibfried-
Rutledge, 1999, Fair, 2003, Machatkova y col., 2004), (2) la salud del foliculo, donde la
dominancia folicular y la atresia estan asociados con la competencia (Blondin y Sirard, 1995,
Hagemann, 1999, Mermillod y col., 1999, de Wit y col., 2000, Hendriksen y col., 2000), (3) la
estimulacion hormonal a los foliculos en desarrdllo claramente mejora la competencia de los
ovocitos (Blondin y col., 2002, Sirard y col., 2006, Chaubal y cal., 2007, De Roover y col., 2008,
Nivet y col., 2012, Dias y cal., 2014) y (4) la comunicacidén y grado de interaccion dentro del
ovocito y las células del cumulus que lo rodean son necesarias para el desarrollo de un ovocito
competente (Krisher, 2004, Hussein y col., 2006, Gilchrist y col., 2008, Sirard, 2011, Paulini y
col., 2014). En consecuencia, el ovocito madurado in vitro posee una menor competencia debido
en parte a un inadecuado sistema y ambiente in vitro que soporte o promueva la maduracion
completa del ovocito (Greve y cal., 1987, Leibfried-Rutledge y cal., 1987, Rizos y col., 2002c,
Sutton'y col., 2003, Krisher, 2004).
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El origen de los ovocitos como factor determinante en la adauisicion de la competencia. Los
ovocitos destinados a la produccion in vitro de embriones bovinos se pueden colectar a partir de
ovarios de matadero, como asi también de hembras donantes vivas (Figura 14). Los ovocitos
aspirados de ovarios de matadero provienen de una poblacion altamente heterogénea de
foliculos que se encuentran en distintas etapas o fases de la dindmica folicular, sumado al
desconocimiento del estado fisiolégico y categoria de la henbra faenada y sus antecedentes
reproductivos y sanitarios (Merton y col., 2003). Entre las principales desventajas de recuperar
ovocitos de ovarios de matadero es la falta de repetitividad. Una vez que la hembra ha sido
faenada no puede haber mas colecta de ovocitos de la misma donante. Como contraparte a esta
situacion, las ventajas radican en su alta disponibilidad y bajo costo operativo. Los ovocitos
colectados por OPU provienen de foliculos que no fueron expuestos a los efectos de la
dominancia y no han sido objeto del desarrollo pre-ovulatorio final (Fortune y col., 2001, Lucy,
20073, Aerts y Bols, 2010b).

15 S

Follicle size
in mm

Follicle phase

Figura 14: Origen de los ovocitos en los diferentes sistemas de produccidn de embriones. Ovum pick-up
(OPU = érea del rectangulo pequerio); PIVE con ovocitos de matadero (Slaughterhouse= area del
rectangulo grande); superovulacion y colecta de embriones convencional (MOET = area en el 6valo);
foliculo pre-ovulatorio (POF). Los foliculos con ovocitos en color blanco no son atrésicos; mientras que los
de color gris muestran atresia temprana y los de color negro son atrésicos (Merton y col., 2003)
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La calidad de los ovocitos se define a menudo como su competencia o capacidad para producir
un embridn viable/transferible como resultado del sistema de produccion in vitro. Esta definicion
establece que la conpetencia de desarrollo no sdlo depende de la calidad intrinseca del ovocito,
si no también esta relacionado con los procedimientos de PIVE, tipo de semen utilizado para
fertilizar, método de recoleccion de los ovocitos (matadero versus OPU), entre otros (Paviok y
col., 1992, Hirao, 2011, Paulini y col., 2014). Ctra definicidn de competencia, que iria mas alla del
embrion viable, remarca la capacidad del ovocito para reanudar la meiosis, la capacidad para
iniciar el proceso de division despues de la fertilizacion, la capacidad para desarrollarse hasta la
etapa de blastocisto, la capacidad de establecer la prefiez y que llegue a término y la capacidad
de producir una cria con buena salud (Sirard y col., 2006, Watson, 2007). Esta capacidad o
competencia de desarrollo es adquirida por €l ovocito a través de la biosintesis y/o el
amacenamiento de varias noléculas clave. Estas moléculas son el resultado de procesos que
ocurren en el nicleo y en el citoplasma durante el crecimiento y la maduracion del ovocito. B
almacenamiento de una reserva adecuada de estas moléculas se conoce como maduracion
molecular (Srard y cal., 2006). La maduracién molecular es el proceso por el cual un suministro
adecuado (en un tiempo, espacio y dosis adecuada) de los factores requeridos son adquiridos
para lograr un ovocito competente. B ovocito esta en casi constante canbio desde la etapa de
foliculo primordial hasta la ovulacion (Picton, 2001). Pareceria que hasta incluso después de que
el ovocito ha alcanzado su tamario final, la transformacion continda (Hyttel y col., 1997). Los
cambios finales se producirian cuando el ovocito disminuye progresivamente sus actividad
transcripcional (Fair, 2003) y por lo tanto, alcanza el nivel de conpetencia dptimo cuando tiene
todo el ARN requerido para afrontar los distintos eventos durante el periodo de desarrollo
(Gordon, 2003f, Ferreira y col., 2009). B ambiente folicular tendria un claro impacto en la
capacidad del ovocito para desarrollarse mas alla de la fertilizacién. Los principales parametros
foliculares que se evallan normalmente son el tamario, el grado de atresia, los efectos de la
superestimulacion y el nivel de diferenciacion (Hyttel y col., 1997, Blondin y col., 2002, Vegetti y
Alagna, 2006, Chaubal y col., 2007, Sirard y col., 2007, Watson, 2007, Hirao, 2011, Nivet y coal.,
2012).

Ciertamente que la tasa de produccidn de embriones viables o transferibles al dia siete de cultivo
dista mucho de lo aceptable. El Figura 15 muestra la productividad de cada etapa del proceso
PIVE. La maduracidén nuclear que se caracteriza por la capacidad del ovocito para reanudar la
divisién meidtica hasta metafase |l pareceria tener una alta eficiencia. La gran mayoria de los
ovocitos madurados in vitro provienen de foliculos antrales. La maduracién nuclear puede

111



visualizarse por la extrusion del segundo cuerpo polar y la aparicién de la segunda placa de la
metafase. Bl desenmpefio del resto de los procesos o etapas PIVE seria significativamente
menor. La mayor pérdida en la productividad del sisterma PIVE estaria durante el periodo de
cultivo luego de producirse el dlivaje. Algunos investigadores ponen mayor énfasis en una
deficiente o incompleta maduracion citoplasma la cual incluye una sucesion de transformaciones
en las mitocondrias, granulos corticales y reticulo endoplasmético liso y rugoso; todas ellas
necesarias para €l progreso de la maduracion y el bloqueo de polispermia (Hyttel y col., 1997,
Gilchrist y Thompson, 2007, Ferreira y col., 2009). En la misma linea, la presencia de proteinas
del citoesqueleto y la distribucion las organelas son factores importantes en la maduracién de los
ovocitos y que pueden afectar su competencia de los ovocitos (Kimy col., 2000, Sun y Schatten,
2006).

Meaduracion Nudlear

Fertilizacion

Clivaie

I

Desarrollo Ermbrionario

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 15: Porcentaje de éxito en cada etapa de PIVE (Lonergan y col., 2001, Srard y col., 2006,
Lonergan'y Fair, 2008, Lonergan y Fair, 2014)

Ctras evidencias parecerian indicar que el cultivo de los presuntos cigotos y enbriones presenta
diversas falencias y que éstas afectan el normal desarrollo de los embriones tanto en la calidad,
criotolerancia y expresion génica (Niemann y Wrenzycki, 2000, Rizos y col., 2002c, Lonergan y
col., 2003, Badr y col., 2007). La Tabla 9 muestra las diferentes respuestas a los posibles
escenarios (in vivo o in vitro) de maduracion, fertilizacion y cultivo y su efecto sobre la tasa de
produccion de embriones. En principio, la proporcién de ovocitos que llega al estadio de
blastocisto no estaria afectado por €l sisterma de cultivo, sino mas bien por el origen de los
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ovocitos (Rizos y col., 2002c, Rizos y col., 2008). En particular, el cultivo de cigotos en el
oviducto de una oveja (simulando una situacion in vivo) no incrementaria la tasa de desarrollo
embrionaria. No obstante, el medio ambiente del oviducto parecié haber mejorado la calidad de
los embriones, medida por la supervivencia de los embriones post-descongelacion (Holm'y col.,
1994, Tenit y col., 1994, Galli y Lazzari, 1996, Enright y col., 2000, Pugh y col., 2001, Rizos y
col., 2002¢c, Galli y col., 2004, Rizos y col., 2008).
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Tabla 9: Consecuencias de la maduracion, fertilizacidn de ovocitos bovinos y el desarrollo
temprano del embrion in vitro versus in vivo. Implicancias en la produccién y calidad de los
blastocistos (Rizos y cal., 2002¢)

Experimento | Maduracion | Fertilizacion | Cultivo Produccion de Sobrevida Post-
Embriones Descongelado
Invivo In vitro In vitro O O
O O
1 O e}
In vitro In vitro In vitro . O
O O
O) O]
In vivo In vivo In vitro O O
O O
O ©)
2
In vivo In vitro In vitro . O
O O
O) O)
In vitro In vitro In vitro O .
O O
3 @ @
In vitro In vitro In vivo O Q
O O
O) Q)
In vivo In vivo In vitro O .
O O
4 @ o
In vivo In vivo In vivo O O
O O
O O

Significativamente menor No hubo diferencia Significativamente mayor

114




Del mismo modo, los resultados de la Tabla 9 (Experimento 4) demuestran que el cultivo in vitro
de cigotos derivados de ovocitos de alto potencial de desarrollo (madurados y fertilizados in vivo)
produce blastocistos de baja criotolerancia, similar a los resultantes de maduracion, fertilizacion y
cultivo in vitro. Las diferencias encontradas entre embriones cultivados in vitro versus in vivo
estarian a nivel ultraestructural puesto que a nivel morfolégico no se han encontrado mayores
diferencias entre ambos sistemas de cultivo. Estas diferencias estarian asociadas a un mayor
espacio perivitelino, vacuolas en las células trofoblasticas, una poblacion escasa de las
microvellosidades, una muy reducida red de conexiones intercelulares, mitocondrias con menor
densidad y un gran aumento en el contenido de lipidos (Abe y col., 1999, Crosier y col., 2000,
Crosier y col., 2001, Fair y col., 2001b). Las diferencias en la expresion de genes entre
embriones cultivados in vitro e in vivo podrian explicar las diferencias de calidad observadas
(Wrenzycki y col., 1996, Lonergan y col., 2003, Wrenzycki y col., 2004, Badr y col., 2007). Otro
factor a considerar seria el agregado de suero al medio cultivo in vitro el cual aceleraria el
proceso de desarrollo y de esta forma, podria afectar la regulacion y transcripcion de ciertos
genes asociados a la calidad del embrion, su resistencia a la criopreservacién y normal
crecimiento y desarrollo fetal (Bavister, 1995, Carolan y col., 1995, Farin y Farin, 1995,
Thompson y col., 1998, Young y col., 1998, Lonergan y col., 199%, Farin y col., 2001). Los
componentes del medio de cultivo, la eleccidn del protocolo de cultivo y la plataforma utilizada
pueden tener también un efecto significativo sobre el metabolismo del emborion, lo cual puede
tener implicancias directas sobre la tasa de formacién de blastocistos viables, la calidad,
congelabilidad y sobrevida pos-descongelado como asi también en la tasa de inplantacion,
prefiez y nacimientos de tereros/as normales (Leibo y Loskutoff, 1993, Gardner, 1994, Krisher y
col., 1999, Bavister, 2000, Khurana y Niemann, 2000b, Massip, 2001, Massip y Leibo, 2002,
Vajta y Kuwayama, 2006, Vajta y Nagy, 2006, Saragusty y Arav, 2011, Arav, 2014, Gardner y
Lane, 2014b).

Bl primer cultivo embrionario in vitro exitoso en mamiferos se publicd a mediados del siglo
pasado (Whitten, 1956). Desde entonces, la comunidad cientifica se pregunta por qué la
capacidad de desarrollo durante el periodo de cultivo es baja en comparacion conla IVMy FIV, y
desde hace bastante tiempo, estancada en 30%40% Pareceria haber un consenso
generalizado en definir al entorno in vitro como "inadecuado”, "estresante” y "evidentemente
inferior" en comparacion con su contraparte in vivo. Bl foco actual estaria limtado a reducir la
brecha entre estos dos sistemas, aunque otras posturas sostienen que el cultivo in vitro de
embriones no debe ser considerado como una copia imperfecta de los procedimientos in vivo,
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sino como un proceso artificial con sus propios marcos, limitaciones y posibilidades (Vajta y col.,
2010). Alos fines de poder dilucidar la génesis del bajo desenperio de desarrollo embrionario se
identificaron algunos factores controversiales. El primero se originaria en que la gran mayoria de
los procedimientos de cultivo in vitro de embriones provienen del cultivo de células sométicas.
Los procedimientos, protocolos, herramientas y equipos del cultivo celular se establecieron antes
del cultivo in vitro embrionario y se convirtieron en el modelo de produccion. Las innovaciones
subsiguientes en el canpo de las células somaticas tuvieron poco o ningun efecto sobre el
cultivo de enbriones in vitro. La razén de esto seria la morfologia, funcion y regulacion de las
células somaticas son diferentes de las de los embriones de mamiferos. Estas diferencias y sus
consecuencias se resumen en los siguientes puntos: i) Los embriones pre-inplantacionales no
forman parte del cuerpo materno y se desarrollan de manera independiente en el oviducto/Utero;
i) mientras que las células sométicas de los mamiferos estan rodeadas por el fluido extracelular
rico en nutrientes, proteinas y otros factores, los embriones pre-implantacionales estan rodeados
por una cantidad aun no definida (pero probablemente muy baja) de liquido oviductal y uterino
diluido, que contiene menos recursos y sus caracteristicas fisico-quimicas muestran cambios
espaciales y temporales (Leese y col., 2001, Hunter, 2005), iii) en contraste con las células
somédticas que no pueden proliferar sin estimulos tréficos externos, los cigotos de mamiferos
estan intrinsecamente programados para desarrollarse hasta la fase de blastocisto sin ningin
estimulo externo. Sin embargo, los ermbriones in vivo estan expuestos y ciertamente responden a
una serie de factores interrelacionados endocrinos, paracrinos y autocrinos (ONeill, 2008), iv) el
liquido oviductal y uterino afecta positivamente el desarrollo del embrion pre-implantacional
(Leese y col., 2008a). El rol de estos factores sobre el embrion no podria ser imitado por una
simple monocapa de células epiteliales del oviducto bajo un sistema de co-cultivo; v) el anmbiente
oviductal-uterino no es necesariamente favorable para el desarrollo del embrion. Dependiendo
del estado del tracto reproductivo y/o fisicoffisiolégico matemo (estatus nutricional, lactancia,
sanitario), puede ser perjudicial y causar efectos negativos en el desarrollo del feto (Leese, 2002,
Leese y col., 2008b) ; vi) el establecimiento y mantenimiento del microambiente alrededor del
embrion desemperia un papel fundamental en el desarrollo embrionario (Hunter, 2005, ONeill,
2008). Los factores autocrinos parecen ser constituyentes decisivos de este microambiente y con
los métodos de cultivo actuales (establecidos originalmente para las células sométicas), este
microambiente no se puede establecer y mantener adecuadamente in vitro.

Otro factor de discusion esta relacionado con la interpretacion del ambiente in vivoy la aplicacion

de esas caracteristicas de manera directa al sisterma de cultivo in vitro. Algunos ejemplos son i)
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la existencia de algunos factores oviductales o fendmenos que ocurririan en el oviducto
comunmente citados no han sido confirmados en mamiferos prefiados (Vajta y col., 2010); ii)
algunos sustratos presentes en el fluido oviductal in vivo (potasio por ejenplo) pueden ser
perjudiciales in vitro (Biggers, 2002, Biggers, 2004), mientras que otros que no estan presentes
en el oviducto, pueden resultar positivos; iii) algunas caracteristicas como los lipidos
intracitoplasméticos pueden ser contraproducentes en el sisterma in vitro; iv) la seleccién del
raton como “modelo de referencia” animal puede no ser la eleccion éptima y llevar a inferencias
erroneas para otras especies animales; v) el habito de minimizar de cualquier tipo de estrés para
el embridn es casi mandatorio en el laboratorio de fertilizacion in vitro. Sin embargo, pareceria
que un cambio o shock limitado podria inducir procesos metabdlicos que eventualmente mejoren
la calidad del embrion e inclusive su criotolerancia (Siqueira Filho y col., 2011).

Los medios para el cultivo de embriones salben contener agua pura, sales, bicarbonato de sodio,
un quelante, piruvato, lactato, aminoacidos, macromoléculas y antibidticos. Esta formulacion se
mantiene sin grandes cambios desde hace mucho tiempo. No obstante, existen marcadas
diferencias o desacuerdos en casi todos los componentes de los principales medios de cultivo en
bovinos y humanos (Gardner y Lane, 2014b). Inicialmente, el desarrollo de los medios de cultivo
se basb en dos conceptos utilizando medios sinples como punto de partida. El primer enfoque
fue "dejar que los embriones elijan” (Biggers, 2002). El otro camino elegido fue “volver o copiar a
la naturaleza” con la idea de recrear medios similares al fluido oviductal en el humano (Quinn'y
col., 1985, Leese, 1998) y bovino (Tervit y col., 1972a). Hasta el momento, ninguna de estas
estrategias ha sido lo suficientemente exitosa para €l desarrollo de medios de cultivo que
garantice altas tasas de produccion, calidad embrionaria, implantacion, prefiez y nacimientos
(Quinn, 2000). La vision de "que el enbridn decida” presenta la dificultad o interrogante de qué
ofrecerle al enbridn y en qué cantidad resultando dificultosa la interpretacion de los resultados
(Summers y Biggers, 2003). El principal problema del principio de "volver a la naturaleza" es la
cantidad extremadamente baja del fluido en el oviducto y Utero y los problemas técnicos (y
éticos) relacionados a su recoleccidn y apropiada medicidn y caracterizacion. Una tercera
corriente se focalizd en utilizar datos de consumo de nutrientes por parte del embrion, y de esa
forma, elaborar el medio de cultivo adecuado (Leese, 2003, Gardner, 2008). La eleccidn del
medio de cultivo tiene un impacto determinante en el resultado final ya que durante la primera
semana de desarrollo embrionario ocurren eventos trascendentales como la primera division o
clivaje, la transicion entre el control gendmico materno al embrion, superacion del bloqueo,
activacion del genoma, compactacion de la morula, diferenciacion y distribucion celular (MCl y
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CT), blastulacion y eclosion (Thompson y Peterson, 2000). La adaptacion a un ambiente
inadecuado puede causar cambios en la epigenética, la transcripcion, el metabolismo y la
distribucion de células embrionarias. Los componentes de los medios de cultivo pueden producir
alteraciones en el patrén de expresion génica de los enbriones pre-implantacionales y causar un
aumento del peso al nacer e incidencia de abortos, muertes neonatales y malformaciones
posnatales (Thormpson y cal., 2007, Duranthon y col., 2008).

Para la mayoria de los embriones de las especies de mamiferos, el cultivo en grupo presenta
ventajas productivas tanto en especies monotocas como politocas (Vajta y col., 2000, ONill,
2008). H sistema de cultivo bovino in vitro con ovarios de matadero puede incubar hasta 50
embriones juntos en el centro de una gota de 400 pl de medio. La tasa de blastocistos que se
logra alcanzar de manera consistente llega al 50% respecto de ovocitos inmaduros en
comparacion con el 34-39% cuando se realiza el cultivo individual. Este tipo de sisterma pareceria
resolver o minimizar los supuestos efectos negativos de los embriones muertos, degenerados y/o
en vias de degradacion (Hagemann y col., 1998, Holm y col., 1999, Vajta y col., 2008). La
principal ventaja del sistema de cultivo grupal seria el maximo aprovechamiento por parte del
embrion de los factores de crecimiento auto/paracrinos (Paria y Dey, 1990b, Ferry y col., 1994,
Gopichandran y Leese, 2006). H efecto del cultivo grupal puede también producirse o
incrementarse si se disminuye el volumen de medio por embridén (aumentando la densidad)
(Reed, 2012). La relacién enmbridén:volumen no estaria determinada claramente mostrando
diferencias sustanciales entre articulos publicados. Desde 1:1 (embrién:ul volumen de medio)
(Ferry y col., 1994), 1:10 (Holmy col., 1999) y hasta 1:30 (Hoelker y col., 2010). Cabe destacar
que la estrategia de reducir el volumen de medio para aumentar la densidad puede reducir la
tasa de compactacion, cavitacion, eclosion, la distribucion de MCl y TC, el nimero de
blastémeros y la tasa de implantacion (Wiley y col., 1986, Lane y Gardner, 1992, Stoddart y cal.,
1996). En contraste, el cultivo en grupo aumenta la formacion de blastocistos, el nimero de
células embrionarias totales y la produccion de interferontau (ODoherty y col., 1997, Larson y
Kubisch, 1999, Khurana y Niemann, 2000a). Placas de cultivo recientemente introducidas al
mercado permiten el cultivo reducido (incluso individual) de embriones con la posibilidad
beneficiarse del cultivo en grupo mediante canales entre gotas que permitirian que factores
embriotréficos circulen por la gota compartimentalizada (Ebner y col., 2010, Swain y Smith, 2011,
Smithy cal., 2012).
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El co-cultivo tiene un gran nimero adeptos o seguidores en los laboratorio de FIV humanos
(Mercader y col., 2006, Parikh y col., 2006, Dominguez y col., 2010), especialmente en pacientes
con ciclos de FIV recurrentes y que no logran entbriones viables y/o gestaciones (Urman y
Balaban, 2005). Un meta-andlisis de varios ensayos demostré que el co-cultivo aumenta el
ndmero de blastdmeros, la tasa de implantacion y embarazo (Kattal y col., 2008). El hecho de
que €l co-cultivo pueda derivar de no solo células del tracto reproductivo sino tarmmbién de células
sométicas, células madre, entre otras, indicaria que los factores que liberan éstas células y que
contribuyen a incrementar la produccion y calidad de los embriones, no son especificos del tracto
reproductivo. Su accién seria la disminucidn de la concentracion de oxigeno en la cercania al
embrién o la eliminacién de factores toxicos (Bavister, 1992, Bavister, 1995, Donnay y cal.,
1997). En el bovino, la disminucion de la concentracion de oxigeno del 20% al 5% redujo
drasticamente la necesidad del co-cultivo (Voelkel y Hu, 1992, Nagao y cal., 1994, Trounson y
col., 1994) y para neutralizar o minimizar la accién de factores tdxicos, se sinplificaron los
medios de cultivo evitando sustancias quimicas innecesarias potencialmente toxicas (Thompson
y col., 2007). Junto con el suero, el co-cultivo ha sido sefialado cono causante de algunas
anomalias durante la gestacion y aumento de peso al nacer (van Wagtendonk-de Leeuw y cal.,
1998, Khosla y cal., 2001).

En animales domésticos, tres laboratorios independientes (Voelkel y Hu, 1992, Nagao y cal.,
1994, Trounson y col., 1994) demostraron que €l cultivo de entboriones en un sistema de co-
cultivo con células somaticos requiere concentraciones atmosféricas de oxigeno, mientras que el
cultivo de embriones sin células soporte se desarrollaban mejor en oxigeno reducido. Las
explicaciones de este fendmeno permanecen hasta hoy inconclusas debido a la aparicién de
medios simples y la utilizacién de bajo oxigeno. El problema del co-cultivo fue perdiendo interés
mientras que, el uso de medios simples con suplementacion y con una concentracion de oxigeno
del 5% 6 6% fue ganando terreno. Una disminucion adicional de la concentracidn de oxigeno
durante el cultivo in vitro puede tener consecuencias negativas. La concentracion de oxigeno al
2% aunque puede conducir a un aumento en las tasas de blastocistos, puede causar
anormalidades en el desarrallo enmbrionario y fetal (Thompson y Peterson, 2000). Tanto los
sistemas de provision de gases con inyeccion de gases mediante sensores infrarrojos
(incubadora convencional), los sistemas de alimentacidn continuos con mezcla de gases pre-
determinadas y los sistemas cerrados (bolsa 0 camara de cultivo) llenados con gas mezcla son
opciones validas para el cultivo embrionario desde zigoto hasta la eclosion (Vajta y col., 1997).
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Los medios de cultivo dvididos en “simples” o “complejos” segun la cantidad de sus
componentes y “definido”, “semi-definido” y “no-definido”, de acuerdo a la suplementacion
utilizada, no han satisfecho hasta el momento todas las necesidades del ermbridn ni tampoco
mantenido su viabilidad y criotolerancia (Chronopoulou y Harper, 2015). Los medios simples
como el CR1 (Rosenkrans y First, 1994), SOF (Tenit y col., 1972a), KSOM (Biggers y cal.,
1997); hasta medios mas complejos como el TCMH199 (Summers y Biggers, 2003) han resultado
ser parcialmente efectivos en superar la barrera del 40% de desarrallo, la cual pareceria ser €l
techo actual (Lonergan y Fair, 2014). La principal diferencia entre medios definidos frente a los
semi-definidos y no-definidos es el conocimiento de la concentracidn y conmposicion de cada
componente del medio. El suplemento mas popular en los medios definidos es PVA (Thompson,
2000, Gardner, 2008), sin embargo la productividad de esta macromolécula frente a la BSA 'y
FCS es marcadamente inferior (Holm y col., 1999). Los medios semi-definidos cuentan
generalmente con la suplementacion de BSA y FCS en los medios no-definidos (Gardner, 1998,
Gardner y Lane, 1998). Bl uso de suero fetal esta muy extendido en la formulacion de medios no-
definidos como una importante fuente proteica para el embridn; sin embargo, varios estudios han
demostrado un efecto bifésico. Por un lado inhibe la divisidn temprana del cigoto, y por otro lado,
aumenta la velocidad del desarrollo y la aparicion temprana de blastocistos (Pinyopummintr y
Bavister, 1991, Bavister y col., 1992, Thompson y col., 1998, Gutierrez-Adan y col., 2001b, Rizos
y col., 2003). Pero el suero afecta a la morfologia y la bioquimica del embrion (Fair y col., 2001b),
provoca una acumulacion anormal de gotas lipidicas intracitoplasméticas (Rizos y col., 2002a),
se lo ha relacionado con una alteracion que se caracteriza por la ocurrencia de fetos de gran
tamano/peso y una elevada mortalidad de los mismos (Young y col., 1998), y también con una
reduccion en la tasa de supervivencia post-congelado (Rizos y col., 2003). La BSA utilizada en la
formulacion de medios semi-definidos puede aumentar la tasa de desarrollo embrionario y el
namero total de células del embridn (Sung y col., 2004) pero en altas concentraciones en €l
medio de cultivo provoca un descenso en la tasa de supervivencia post-congelado (Rizos y cal.,
2003). La albumina actuaria como portador de vitaminas, hormonas, lipidos y factores autocrinos
y podria neutralizar algunas toxinas que se producen en los medios de cultivo (Gardner, 2008,
ONeill, 2008). Sin embargo, ni la BSA ni los nuevos sustitutos sintéticos han mostrado
resultados significativamente superiores respecto al FCS (Holmyy col., 1999, Gandhi y col., 2000,
Duque y col., 2003). En los comienzos del cultivo in vitro de embriones, el suero era un
componente comun de los medios. Su presencia fue especialmente necesaria en los sistermas
con co-cultivo, ya que las células sométicas lo necesitan para su crecimiento. Sin ermbargo,
desde finales de los ‘90, ha crecido la resistencia en su utilizacién especialmente durante el
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cultivo ni siquiera es tolerado durante periodos cortos (gj. después del dia 3-4 de cultivo). Las
razones ya han sido comentadas en parrafos anteriores. No obstante cabe mencionar, que €l
peso al nacer puede estar influenciado por la especie, raza, toro, entre muchos otros factores. La
oveja y €l ratdbn parecerian ser mas propensos a padecer alteraciones morfoldgicas
embrionarias, anomalias fetales durante la gestacion, neonatal y posnatal, cuando se utiliza 20%
de suero en el medio de cultivo (Thompson y col., 1995, Khosla y col., 2001). Si bien el alto nivel
de suero podria causar anomalias que originen un aumento del peso al nacer, otras alteraciones
o disrupciones durante el periodo de cultivo (inclusive antes) podrian también desencadenar este
problema de sobrepeso a nacer (Lawrence y Moley, 2008). Tanmbién se han encontrado
dificultades de alto peso al nacer en ovejas luego del cultivo in vitro sin suero, en presencia de
PVA o BSA (Rooke y col., 2007, Sinclair, 2008). La literatura publicada demostraria que la
evidencia més directa sobre el efecto negativo del suero proviene mayoritariamente de ovejas o
ratones, las cuales tengan cierta predisposicion al sindrome LOS, o de un ndmero muy limitado
de estudios realizados en otras especies. A esto se le suma que las revisiones suelen no
especificar el origen del suero (fetal o adulto), tipo de suero (convencional o vaca en estro),
procesamento (filtracidn, inactivacion) o momento y concentracion utilizada. La suplementacion
con 5% de suero de vaca adulta al SOF permitiria una produccion aceptable de blastocistos
(>40%) morfologicamente similares a los que se desarrollan in vivoy sin la acumulacion de gotas
lipidicas y degeneracién mitocondrial (Vajta y col., 2010). La criotolerancia de enbriones bovinos
cultivados en 5% de suero de vaca adulta fue comparable a la de su contraparte in vivo (Vajta y
col., 1998). Tarmpoco se registraron nacimientos con animales con sobrepeso con ese nivel de
suero durante el cultivo (Vajta y col., 2010). En los origenes de la FIV humana, €l uso de suero
del mismo paciente era una practica rutinaria sin consecuencias graves aparentes (Thormpson y
col., 2007). Situacién contraria parece ocurrir cuando la concentracion de suero aumenta por
encima del 10% v/iv en el medio de cultivo principalmente respecto de la criotolerancia del
embrion y peso posnatal (Rizos y col., 2003). Asimismo la utilizacidn del suero en los medios de
vitrificacion en concentraciones del 10% Yy 20% parece resultar beneficiosa y dificil de reemplazar
con otros aditivos.

Otro punto controversial es la decisidn de renovar 0 no el medio de cultivo durante el periodo
cultivo de manera parcial o total. Las posibles ventajas de no renovar el medio serian: i) (i) los
embriones no sufren ninguna alteracién o perturbacion; i) los factores de crecimiento endogenos
acumulados se quedan en su lugar; iii) el estrés ambiental es relativo “bajo”; iv) menor laboreo; v)
el costo es menor (menos placas y medios); y Vi) requiere menos control de calidad. También se
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mencionan dos posibles desventajas: i) los nutrientes esenciales no se reermplazan vy i) las
toxinas pueden acumularse (Biggers y col., 2005, Biggers y Summers, 2008). La primera
desventaja no deberia ser un problema inportante. Si se utiliza un medio de cultivo no-
secuencial para el periodo completo de cultivo in vitro, €l suministro de nutrientes es solo una
cuestion de definir la apropiada relacion volumen/enbridn para garantizar el aprovisionamiento
necesario de nutrientes (Ward y col., 2000a, Baltz y Tartia, 2010, Hoelker y col., 2010, Reed,
2012, Wydooghe y col., 2014). La acumulacién de sustancias toxicas puede provenir de
embriones muertos 0 en degradacion, envejecimiento del medio, metabolismo enbrionario y
difusion de sustancias tdxicas del aceite, atmdsfera o del material de la placa de cultivo.
Pareceria l6gico pensar que la renovacion del medio podria prevenir o minimizar la acumulacion
de sustancias toxinas (Gardner y Lane, 2002). Sin enmbargo, no hay datos o signos de que los
embriones muertos o en degradacion afecten el desarrollo de los embriones vecinos (Machtinger
y Racowsky, 2012) y el remplazo de la glutamina inestable por el dipeptido estable previene la
generacion de amonio producto del metabolismo enbrionario (Biggers y Summers, 2008,
Gardner, 2008, Wale y Gardner, 2016).

Ctro punto fuerte de discusion se refiere a la hipdtesis planteada por un investigador referida a
que la supervivencia del embrion preimplantacional es mayor cuando el metabolisno se
encuentra a un nivel relativamente bajo, situacion que se logra reduciendo las concentraciones
de nutrientes en los medios de cultivo y fomentando el uso de recursos enddgenos (Leese,
2002). Giertos sistermas de cultivo in vitro incrementan la actividad metabdlica y comprometen la
capacidad de desarrollo del desarrollo debido a la formacion de ROS. La reduccion del
metabolismo por agentes especificos, incluyendo oxigeno atmosférico y sustancias quimicas que
bloguean el metabolismo oxidativo, mejorarian el desarrollo embrionario (Gardner, 2008). En los
ovarios y oviductos la temperatura pareciera ser mas fria en comparacion con los tejidos
circundantes, y la diferencia seria mayor alrededor del momento de ovulacion (Hunter, 2012b).
Como consecuencia probable de este enfriamiento seria una disminucion del metabolismo
embrionario y posiblemente una mejora en la calidad del enbridén. Sin embargo, esta teoria o
hipdtesis del "embrion tranquilo” ha sido cuestionada por publicaciones que muestran que cierto
nivel de estrés sobre el embrion podria resultar beneficioso (Pribenszky y col., 2012). La
argumentacion seria que el estrés de magnitud variable, sin control y continuo, puede causar
daros graves y deberia evitarse. Sin embargo, bajo determinadas circunstancias, una accion
estresante, bien definida y correctamente aplicada puede ayudar a los gametos y embriones a
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aumentar su tolerancia a otras tensiones, incluyendo las manipulaciones durante los
procedimientos de laboratorio, cambios de tenperatura y pH'y el congelamiento, entre otras.

Segun las estadisticas anuales presentadas por la IETS, en los Ultimos arios, mas de 350.000
embriones bovinos producidos in vitro fueron transferidos en todo el mundo. Del total de
embriones transferidos, alrededor del 80% fueron transferidos frescos (ver Tabla 10). Esto refleja
el hecho de que los embriones producidos in vitro tienen menor criotolerancia que los originados
in vivo. Inicialmente, la cantidad de ermbriones congelados transferidos era practicamente similar
a los embriones frescos. Esta situacion estaria ligada al uso de co-cultivo. En tanto, en los Ultimo
anos (2014-2015) se registrd nuevamente un aumento en la cantidad de embriones congelados
transferibles, posiblemente debido al uso medios de cultivo sin (0 bajo) suero fetal y con aditivos
especificos, promotores de la calidad enmbrionaria.

Tabla 10: Transferencias de embriones PIVE (frescos y congelados) bovinos registrados por la
International Ermbryo Transfer Society a nivel mundial (IETS, http:/Awwv.iets.org/comm data.asp)

_ Embriones Embriones Transferidos Transferidos Relacion
Ano Producidos Transferidos Frescos Congelados | Fresco:Congelado
1997 41.632 30.569 12018 18.551 3%
1998 85.026 31.327 16.269 15.058 52%
2000 168.169 168.169 140.272 27.897 83%
2001 109.205 30.260 15.379 14.881 51%
2002 160.695 83.329 66.951 16.378 80%
2003 341.748 106.220 91.372 14.848 86%
2004 319.086 239.823 128.961 110.862 54%
2005 330.647 265.991 183.477 82514 69%
2006 441.364 291.845 226.077 65.768 7%
2007 434.581 245257 215512 29.745 88%
2008 330.953 254.714 227.800 26914 8%%
2009 376.576 305.949 283.188 22.761 9B%
2010 450.149 339.685 315715 23.970 9B%
2011 453471 373.869 343.927 20942 92%
2012 443.533 385.471 348.868 36.603 91%
2013 517.587 393.625 358.440 35.185 9N1%
2014 590.359 364.727 296.666 68.061 81%
2015 612.709 404.173 304.946 99.227 75%
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Total 6.039.321 4.315.003 3.575.838 739.165 8%

Los suplementos bioldgicos, tales como el suero o la albimina sérica bovina, se utilizan
cominmente en los medios de cultivo para mejorar las condiciones sub-Gptimas. Sin embargo,
se observa un efecto dual, ya que el suero aumenta el nimero de blastocistos que se
desarrollan, pero altera su metabolismo y expresion génica (Rizos y col., 2003). Estos cambios
estan asociados a la baja tolerancia al congelamiento (Rizos y col., 2002c, Rizos y col., 2008),
morfologia ultraestructural (Fair y col., 2001b), nimero de células embrionarias (Trigal y cal.,
2011), expresion génica (Rizos y col., 2002b, Wrenzycki y col., 2007) y a efectos negativos a
largo plazo, como el LOS (Lazzari y col., 2002). Cuando los cigotos bovinos provenientes de
IMMHFIV se cultivan in vivo, por ejermplo en el oviducto de oveja o congja, se logra restaurar la
facultad de criotolerancia y normealidad en la expresion génica (Pugh y col., 2001, Rizos y cal.,
2008, Lazzari y cal., 2010, Rizos y col., 2010). El efecto de las condiciones de cultivo, ya sea in
vitro o in vivo, sobre el enbridn, la activacion del genoma embrionario y su transcriptoma tiene
alta significancia e impacto en su desarrollo pre y post implantacional (Gad y col., 2012, Coy y
Yanagimachi, 2015). B oviducto es el sitio donde se produce la fertilizacion y el desarrollo
embrionario temprano (Hunter, 2005, Aviles y cal., 2010, Coy y col., 2012, Hunter, 2012a). En el
oviducto se producen eventos criticos, como almacenamiento de espermatozoides, capacitacion,
liberacion y transporte de espermatozoides, maduracion final del ovocito, fertilizacidon, desarrollo
embrionario temprano y transporte embrionario al Utero (Aguilar y Reyley, 2005). El ambiente
oviductal esta compuesto principalmente por secreciones de las células epiteliales del oviducto y
componentes del plasma sanguineo (Leese, 1988, Ellington, 1991, Leese y col., 2001). El uso de
células epiteliales de oviducto bovino (BOEC) fue un avance importante en el cultivo in vitro de
embriones bovinos (Gandolfi y Moor, 1987), mostrando efectos positivos sobre el desarrollo y la
calidad del embrion (Cordova y col., 2014, Schmaltz-Panneau y col., 2015, Lopera-Vasquez y
cal., 2016). Recientemente, se publico que las células oviductales modifican su transcripcion en
presencia de embriones en desarrollo, demostrando que el co-cultivo BOEC puede ser un
modelo adecuado para estudiar la compleja comunicacion embrion-endometrio en la especie
bovina (Ubrich y col., 2010, Besenfelder y cal., 2012, Schmaltz-Panneau y cal., 2014, Maillo y
col., 2016). La composicion del liquido oviductal es conpleja, contiene carbohidratos, iones,
lipidos, fosfolipidos y proteinas simples y conplejas (Aviles y col., 2010). Algunos de estos
componentes son sustratos metabdlicos, tales como lactato, piruvato, aminoacidos y glucosa,
cuyas concentraciones difieren de las presentes en el liquido uterino y en el suero (Leese y cal.,
2008b). Las secreciones oviductales (oviductinas, osteoponting, glicodelinas y lactoferring, entre
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otras) afectan la funcion del ovocito y los espermatozoides (Killian, 2004, Killian, 2011, Coy y
cal., 2012, Mondejar y col., 2013, Gnersevich y cal., 2015, Maillo y col., 2016). Se ha observado
que éstas secreciones pueden modificar la zona pellicida y la ocurrencia de polispermia (Coy y
col., 20083, Coy y col., 2012) y podrian aumentar la tasa de clivaje y formacion de blastocistos
(Uoyd y col., 2009). Por el contrario, en el bovino, la exposicion del ovocito al fluido oviductal
antes de la fecundacion no tuvo efecto sobre el desarrollo embrionario y las caracteristicas
morfolégicas de los blastocistos producidos, pero si a nivel transcripcional (Cebrian-Serrano y
col., 2013). Es dlaro entonces que existe una necesidad de mejorar las condiciones de cultivo y
adaptar estrategias basadas en las condiciones existentes “in vivd’ para mejorar €l desarrollo
embrionario. Hasta el momento, la investigacion publicada se ha centrado principalmente en
mostrar las diferencias de calidad entre blastocistos in vifro y sus homdlogos in vivo. Los
estudios que utilizaron el "oviducto" como plataforma de cultivo de ermbriones mostraron el nivel
sub-Optimo del sisterma actual de cultivo in vitro y lo sefialan conmo principal responsable de la
baja tolerancia a la criopreservacion (Rizos y cal., 2010). La suplementacion con fluido oviductal
a bajas concentraciones cono sustituto del suero durante el cultivo de embriones, puede
provocar un aumento en las tasas de desarrollo y mejorar calidad de los embriones en términos
de supervivencia post congelado y los patrones de expresion génica (Lopera-Vasquez 2015).
Las secreciones embriotréficas del oviducto (Bavister, 1988, Abe y Hoshi, 1997) podrian mejorar
la calidad del enbrién medida por el ndmero total de células del blastocisto, MCl y la relacién
MCI:TE, siendo éste un indice importante de supervivencia del embrion post descongelado y
correlacionado con la tasa de prefiez después de la transferencia (Heming y col., 2004, Ealy y
Yang, 2009).

La mayoria de los medios utilizados para el cultivo de embriones in vitro bovinos (Gardner y col.,
1994, Thompson y cal., 1998, Holmy col., 1999) se han disefiado en base al sustrato de iones,
fuentes de energia y composicion de aminoacidos presentes en el fluido oviductal (Leese y cal.,
2008b). Sin embargo, pareceria insuficiente la sola adaptacion del medio de cultivo sin optimizar
las condiciones o ambiente de cultivo (Rizos y cal., 2003, Lonergan y col., 2006, Rizos y cal.,
2008, Lopera-Vasguez y cal., 2016, Tkach y Thery, 2016).

2. OBJETIVCS

2.1. Hipdtesis General
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El aumento de espermatozoides sexados viables recuperados y la mejora en la adauisicion de la
capacidad fecundante incrementara la tasa de fertilizacion y desarrollo enbrionario en el sistema
de produccidn in vitro de ermbriones bovinos propuesto.

2.2. Qojetivos General

El objetivo general de esta tesis es optimizar €l uso de semen sexado en PIVE mediante la
aplicacion de nuevas estrategias para incrementar la dosis inseminante, capacidad fecundante y
viabilidad de espermatozoides sexados.

2.3. OQujetivos Particulares

- Incrementar el nimero de espermatozoides sexados viables y mejorar capacidad
fecundante de los mismos luego de la descongelacidn para su utilizacion en fertilizacion in
vitro.

- Optimizar del proceso de produccion in vitro de embriones utilizando semen sexado.

3. MATERIALESY METODOS
3.1. ESTUDIO 1: Conparacion de diferentes medios de fecundacion en un sisterma de
jproalccion in vitro de embriones bovinos con semen sexado

3.1.1.  Origen de los meteriales quimicos

Todas las sustancias quimicas utilizadas en este estudio fueron adquiridas a Sigma-Aldrich
Chemical Co. (San Luis, Missouri, USA). De usar otro proveedor, se indicara en el texto.

3.1.2  Recyperacion de ovocitos y meduracion in vitro (IVIV)

Los ovarios fueron colectados durante la primavera y verano de un frigorifico (Cargill, Fresno,

CA) y transportados al laboratorio en un contenedor térmico con solucién salina a ~32°C. Los

ovarios fueron lavados varias veces y colocados en un bafio maria a 37°C con solucién salina

atemperada. Los ovocitos fueron aspirados de foliculos antrales de entre 2 a 6 mm utilizando

agujas pericraneales 21G conectadas a un sistema de vacio. La presidn de aspiracion fue

ajustada para lograr un flujo de 15 ml/min. Los complejos ciimulos-ovocitos (COCs) conteniendo
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varias capas de células de cumulo compactas fueron seleccionadas y madurados en grupos de
50, en 400 pl de medio M199 (pH= 7.35, 290 mOsm) suplementado con ALA-glutamine (0.1
mV)), piruvato sodico (0.2 mVl), gentamicina (5 pg mL:1), EGF (50 ng mL:"), oFSH (50 ng mL-1),
bLH (3 ug mL:"), cysteamina (0.1 mVl), y 10% FBS (Hyclone). La IVM fue llevada a cabo durante
22-24 h en una atmosfera humidificada de 5% CO- en aire a 38.5°C.

3.1.3  Fecundacion in vitro (FIV)

La fecundacion (Dia 0) fue realizada utilizando semen sexado hermbra (Genex Cooperative, Inc.,
Shawano, W). Las pajuelas de semen fueron descongeladas a 37°C por 45 segundos. El
contenido de las pajuelas fue colocado en un gradiente de densidad discontinuo 80%/40%
(PureSperm, Spectrum Technologies, Healdsburg, CA) y centrifugado a 700g por 15 min a
temperatura ambiente. Una segunda centrifugacidon (300g por 5 min) fue realizada luego de
descartar el sobrenadante y el pellet resuspendido en TALP-Sperm (pH= 7.4, 295 mOsm).
Grupos de 15-20 COCs expandidos fueron lavados dos veces y ubicados en 50 pl de medio de
fecundacion bajo aceite mineral. Los espermatozoides fueron adicionados a cada gota a una
concentracion final de 1 x 106 mL. Todos los medios de fecundacidn fueron suplementados con
BSA (libre de &cidos grasos, 6 mg mL"), fructosa (90 ug mL), penicilamina (3 pg mL),
hipotaurina (11 pug ML) y heparina (20 ug mL:"). Los ovocitos fueron co-incubados con los
espermatozoides por 16-18 h a 38.5°C en una atmosfera humedecida con 5% CO: en aire.

3.1.4. Cultivo de embriones in vitro (IVC)

Luego de 18 h, los presuntos cigotos fueron mecanicamente desnudados mediante una pipeta
con una punta plastica de 170 um (Research Instruments Ltd, Cormwall, United Kingdom) y
cultivados en grupos de 1520, en gotas de 50 pL en KSOViaa (Evolve ZEBV-100, Zenith
Biotech, pH= 7.4, 275 mOsm) (Biggers y col., 2000), suplementados con 4 mg mL-'de BSA, bajo
aceite mineral por 9 dias. En el dia 3, se agregb 3% FBS. Las condiciones de cultivo fueron de
38.5°C en una atmosfera humedecida con 5% COg, 5% Oz, y 90% N2. La tension de oxigeno
fue reducida durante IVC para incrementar la tasa de desarrollo enmbrionario a estadio de
blastocitos (Nakao y Nakatsuii, 1990, Thompson y col., 1990, Voelkel y Hu, 1992). Enel dia 7 y
9, blastocitos (BL) y enbriones eclosionados respectivamente, fueron evaluados
morfologicamente de acuerdo a los estandares de la Intemational Embryo Transfer Society
(Stringfellow y cal., 2010).
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3.1.5.  Determinacion de la masa celular interna (IGM) y ndimero de células trofoblasticas (CT)
en blastocitos

En el dia 7 los blastocitos fueron tefidos mediante inmunofluorescencia con marcadores
celulares para ICMy CT (Goissis y Gibelli, 2014). Brevemente, después de lavarlos 3 veces en
PBS-PVA (1 mg mL:* PVA), los BLs fueron fijados en formaldehido al 4% por 10 min, luego
lavados en PBS/PVA cinco veces y almacenados a 4°C en PBS/PVA durante aproximadamente
una semana). Los BLs fueron permeabilizados con D-PBS al 1% v/v Triton X-100 por 30 min a
temperatura ambiente y luego blogueados con D-PBS con 0.1% Triton X-100, 1% BSAy 10%de
suero normal de burro por 2 h. Los embriones fueron entonces incubados durante la noche con
anticuerpos primarios a 4°C en D-PBS con 0,1% Triton X-100 y 1% BSA. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron: anti-CDX2 (BioGenex AMB92-5M) y anti-SOX2 (BioGenex ANS79-
5M). Despues de seis lavados con D-PBS conteniendo 0.1% v/iv Triton X-100, los enbriones
fueron incubados con anticuerpos secundarios: burro anti-ratén Alexa Flour 568 (A10037) y burro
anti-conejo Alexa Flour 488 (A21206, Life Technologies) por 1 h a temperatura anmbiente. El ADN
fue tefiido con Hoechst 33342. Luego de tefiirlos, los embriones fueron montados en una gota de
solucién anti-decolorante (ProL.ong Gold, Invitrogen) y cubiertas con un cubreobjeto. Se tomaron
imagenes usando una Olympus FV1000 Laser Scanning Confocal a una magnificacion de 40X
con paso de 1 um. B nimero de nlcleos de MCl y CT fueron contados mediante el programa
NIH Image J (v.1.40).

3.1.6. Diserio experimental

Para examinar los efectos de diferentes medios de fertilizacién en el desarrollo embrionario,
calidad embrionaria, capacidad de eclosién, nimero total de células y ubicacion, los COCs
fueron fecundados en M199-FERT (Gibco 11043-023), SOF-FERT (Tervit y col., 1972a) y TALP-
FERT (Parrish y col., 1986). Los componentes principales de cada medio de fecundacion estan
especificados en la Tabla 11. Semen sexado hembra de tres toros diferentes fue utilizado para
fecundar los COCs los cuales fueron asignados al azar a los medios de fecundacion en cada
sesidon de FIV. En cada sesion de FIV, un Unico toro fue utilizado con todos los medios de
fecundacion. Cada combinacion de medio de fecundacidn y toro SS fue repetida tres veces. Por
cada replica, ovocitos (dia -1), clivaje (dia 3), BL y calidad (dia 7) y tasa de eclosién (dia 9)
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fueron registrados. Muestras independientes fueron producidas utilizando el mismo protocolo
para producir embriones para conteo de células de MCl y CT.

Tabla 11: Componentes de los medios de fecundacion in vitro (en mV, a menos que se indique

lo contrario)
Componente M199-FERT SOF-FERT TALP-FERT

NaCl 117,24 107,7 114
KC 533 7,16 32
KH2PO4 - 1,19 -
NaH2PO4 1,01 - 0,40
MoCl26H20 - 0,49 0,5
MoSO4s7H0 0,814 - -
CaCl22H:0 1,8 1,17 20
NaHCOs 26,19 25,0 25,0
Glutathione 0,000163 - -
Lactato de sodio - 53 10
L-Acido ascorbico 0,000284 - -
L-Glutamina 0,685 - -
Glucosa 56 - -
Aminoacidos (presencia) Sl NO NO
Vitaminas (presencia) Sl NO NO
Gentamicina 5 ug/ml 5 ug/ml 5 ug/ml
Piruvato de sodio 0,2 0,2 0,2
Fructosa 05 05 0,5
Heparina 20 pg/ml 20 pg/ml 20 pg/ml
BSA-FAF 6 mg/ml 6 mg/ml 6 mg/ml
pH (ajustado) 74 74 74
Osmolaridad (mOsm) 292 289 298

3.1.7.  Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados usando un modelo general lineal a efectos mixtos con distribuciones
binomiales logit-link o distribuciones Poisson log-link de manera de considerar el disefo
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experimental conpleto y limitantes técnicas. Se utilizd el paquete estadistico InfoStat (version
2011) (Di Rienzo y col., 2015) y R (Team, 2015) para la estimacion del modelo, comenzando con
la prediccién lineal méxima (n) para cada variable de interés (clivaje, blastocitos, eclosion,
macizo celular interno y células del trofectodermo):
Nijk = L+ o5 + By + a; X Bj + b + by X

Donde el predictor lineal ik modela como efecto fijo con un media general (u), la distribucion del
i-th medio de fertilizacion (ai), el j-th efecto del toro (B;) y el término de la interaccion (ai x Bj),
mientras que el efecto aleatorio considera el k-th dia bk~N(0, c4?) contribucion a la intercepta y
|la interaccion dia con el medio de fertilizacion bk x ai~N(0, X). Una prueba de verosimilitud fue
utilizada para la seleccién del modelo para las diferentes variables medidas.

La significancia de la diferencia en la media de los tratamientos fue determinada usando el test
de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD) con correccién de Bonferroni por cada
modelo gjustado. La significancia en todos los test fue determinada utilizando un valor p < 0,05
(por ejermplo, error tipo | fue determinado a a = 0,05).

3.2. ESTUDIO 2: Efecto de factores hiperactivadores de la motilidad espermética y duracion de
la co-incubacion de gametas sobre el desarrollo de embriones bovinos proaucidos in vitro
utilizando sermen sexado

321. Origen de los materiales quimicos

Todos los productos quimicos utilizados en este estudio fueron adquiridos a Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA); caso contario, se aclara en el texto.

322 Recyperacion de ovoaitos y maduracion in vitro (IVIV)

Los ovarios fueron colectados en un frigorifico cercano (Cargill, Fresno, CA, USA) vy
transportados al laboratorio en recipientes térmicos rellenos con solucion salina a una
temperatura de ~32°C. Los ovarios se lavaron varias veces y se colocaron en un bano maria a
37°C, en solucién salina, para la aspiracién de los foliculos. Los ovocitos fueron aspirados de
foliculos antrales de 2 a 6 utilizando una aguja butterfly 21 G conectada a una bonba de vacio.
Los complejos cumulos-ovocitos (COCs) conteniendo varias capas de células completas y
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compactas fueron seleccionadas y maduradas en grupos de 50 COCs en 400 pl de medio M199
suplementado con ALA-glutamina (0,1 mM), piruvato de sodio (0,2 miV)), gentamicina (5 pg/ml),
EGF (50 ng/mL), oFSH (50 ng/mL), bLH (3 ug/mL), cisteamina (0,1 mM), y 10% de suero fetal
bovino (FBS; Hyclone, GE Healthcare, South Logan, UT, USA). La IVM se realizd por 22-24 hs
en una atmosfera humidificada con 5% de CO. en aire a 38,5°C.

323 Fecundacion in vitro (FIV)

La fecundacién (Dia 0) se llevd a cabo utilizando semen sexado hembra congelado (Genex
Cooperative, Shawano, W, USA). Las pajuelas fueron descongeladas a 37°C por 45 segundos y
el contenido recuperado fue colocado sobre un gradiente de densidad discontinuo 80%/40%
(PureSperm; Spectrum Technologies, Healdsburg, CA, USA). La centrifugacion (700 xg por 15
min) se realizd a temperatura ambiente. Una segunda centrifugacion (300 xg por 5 min) se llevd
a cabo después de descartar el sobrenadante y re-suspender nuevamente el pellet en TALP-
Sperm (pH= 7,4, 295 mOsm) (Parrish y col., 1986, Parrish y col., 1988). Grupos maduros de 15-
20 COCs fueron lavados dos veces y colocados en 50 puL de medio de fecundacién. La
concentracion final de espermatozoides fue ajustada a 1x10°8 espermatozoides/mL mediante un
hemocitémetro. Bl medio de fecundacién fue suplementado con BSA (libre de &cidos grasos, 6
mg/mL), fructosa (90 pg/mL), penicilamina (3 pg/mL), hipotaurina (11 pg/ml) y heparina (20
ug/mL) (Ferréy cal., 2016). Los ovocitos fueron co-incubados con los espermatozoides a 38,5°C
en una atmosfera humidificada con 5% CO2 en aire.

324. Evaluacion del estatus nuclear de los presuntos cigotos

Luego de FIV, los presuntos cigotos fueron desnudados mecanicamente mediante micro-pipeta y
lavados tres veces en SOF-Hepes. Luego, un minimo de 10 cigotos fueron colectados al azar de
cada tratamiento y fijados para evaluar polispermia (Experimento 1, n = 580; Experimento 2, n =
720). Los presuntos cigotos seleccionados fueron lavarios 3 veces en PBS-PVA (1 mg/ml),
fijados en formaldehido al 4% por 10 min'y luego nuevamente lavados en PBS-PVA cinco veces.
La tincion del nticleo se realizo6 utilizando 100 pg/mL Hoechst (33342) por 10 min, 3 lavados con
PBS-PVA y luego montados en portaobjetos. Las muestras fueron examinadas y dasificadas
utilizando un microscopio epiflourencente con 400X de aumento. Los cigotos con dos prondcleos
(PN-2) fueron considerados como si hubiesen sido fecundados normelmente, mientras que
aquellos con tres 0 mas prondcleos (PN-3) fueron considerados como polispermicos.
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325. Cultivo de embriones (IVC)

Los presuntos cigotos fueron desnudados mecanicamente mediante pipeteo rapido y constante a
través de un tip de 170 um de diametro intero (Research Instruments Ltd., Cormwall, United
Kingdom) y cultivados en grupos de 15-20 en gotas de 50 pL de medio optimizado simple de
potasio suplementado con aminoacidos (KSOMaa, pH= 7,4, 275 mOsm) (Evolve ZEBV-100,
Zenith Biotech, Guilford, CT, USA) por 9 dias (Biggers y cal., 2000). En el dia 3 de cultivo, 3% v/iv
de FBS fue agregado. Las condiciones de cultivo fueron 38,5 °C en una atmosfera humidificada
con 5% COz, 5% Oz, y 90% N2. En el dia 7 y 9, se evaluaron morfoldgicamente blastocitos (BL)
y embriones eclosionados respectivamente, de acuerdo a los estdndares de la International
Embryo Transfer Society (Stringfellow y cal., 2010).

326. Diserio experimental

Experimento 1: Efecto de diferentes factores hiperactivadores de la motilidad espermética sobre
el desarrollo embrionario in vitro

Para examinar €l efecto de diferentes factores hiperactivadores de la matilidad espermética
sobre la tasa de clivaje, desarrollo embrionario, calidad embrionaria y capacidad de eclosion, el
semen sexado fue incubado por 30 min en TALP-Sperm antes de la fecundacion con alguno de
los siguientes factores: cafeina 10 mM (CA), tedfilina 5 mM (TH), cafeina 10 mM Yy tedfilina 5 m
(CA+TH) y sin tratar (Control). Después de la incubacion, el semen fue centrifugado para
concentrar los espermatozoides (300 xg por 5 min). B sobrenadante fue descartado y el pellet
fue re-suspendido nuevamente con el medio de fecundacién final. Todos los ovocitos maduros
fueron fecundados utilizando fluido oviductal sintético modificado SOF-FERT (Tenit y col.,
1972b) por 18 hs. La formulacion final del SOF-FERT fue: 107,7 mM NaCl, 7,16 MM KCl, 1,19
mVl KH2POs, 0,49 mM, MgClz, 1,17 mM CaClz, 5,3 mM lactato de sodio, 25,07 mM NaHCOs,
0,20 mM piruvato de sodio, 0,5 mM fructosa, 5 ug/mL gentamicina, 20 pg/mL heparina, 6 mg/mL
BSA libre de &cidos grasos esenciales. Semen sexado portando cromosomas X de tres toros fue
utiizado para fecundar los COCs. Se realizaron tres repeticiones de cada factor de
hiperactivacidn de la notilidad y toro.
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Experimento 2: Comparacidén entre tiempo de co-incubacion FIV corto y largo, utilizando dos
medios de fecundacion sobre el desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro.

Después de la maduracion, los ovocitos fueron divididos al azar en cuatro grupos de acuerdo al
medio de fecundacion (M199-FERT y SOF-FERT) y al tiempo de co-incubacion de los ovocitos y
espermatozoides (8 hs y 18 hs). Los grupos, M199:8 (n= 1,140), M199:18 (n= 1,140), SOF:8 (n=
1,190) y SOF:18 (n= 1,280) fueron suplementados con el factor hiperactivante de la motilidad
espermdtica que produzca el mejor resultado del experimento previo. Los principales
componentes de cada medio de fecundacion se muestran en la Tabla 12. Semen sexado
hermmbra de tres toros fueron utilizados para fecundar los COCs. Cuatro repeticiones fueron
realizadas para todos los tratamientos y toros.

Tabla 12: Componentes de los medios de fecundacidn in vitro M199-FERT y SOF-FERT (en mVi
caso contrario se indican las unidades)

Componente M199-FERT (Gibco 11043-023) | SOF-FERT (Tenvit y col., 1972b)

NaCl 117,24 107,7
KG 533 7,16
KH2PO4 - 1,19
NaH2POq4 1,01 -
MoCl26H20 - 0,49
MgSO47H0 0,814 -
CaC22H0 1,8 1,17
NaHCOs 26,19 25,0
Glutation 0,000163 -
Lactato sodico - 53
L-&cido ascorbico 0,000284 -
L-glutamina 0,685 -
Glucosa 5,6 -
Aminoécidos (presencia) Sl NO
Vitaminas (presencia) Sl NO
Gentamicina 5 pg/mL 5 ug/mL
Na-Pyruvato 0,2 0,2
Fructosa 05 0,5
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Heparina 20 pyg/mL 20 ug/mL
BSA-FAF 6 mg/mL 6 mg/mL
pH (gjustado) 74 74

Osmolaridad (mOsm) 290-300 280-290

327 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando un modelo linear generalizado a efectos mixtos con
distribucion binomial logit-ink para poder considerar el disefio experimental conpleto y
restricciones técnicas. Los paquetes para el andlisis estadistico InfoStat (version 2011) (Di
Renzo y col., 2015) y R (Team 2015) fueron utilizados para la estimacion del modelo
comenzando con €l predictor lineal méximo (n) para cada variable de interés (clivaje, cantidad
total de blastocitos y grado, eclosion y polispermia) de acuerdo al modelo experimental:

Nijkl = W+ Ti + by + dg (Experimento 1)

Nmnkl = L+ &y + B + oy X B + (1 + oy + By + oy X Bp) X
dy (BExperimento 2)

Donde el predictor lineal nix a efectos fijos con una media general (), la contribucién del i-th
tratamiento del activador de la motilidad (ri), mientras que el efecto aleatorio de la intercepta
considera el j-th toro bj~N(0, o?) y dia dk~N(0, 54?) para la I-th repeticion para el Experimento
1. Por el contrario, el predictor lineal nmw del Experimento 2 fue modelado usando los efectos
fijos con una media general (1), €l efecto del mth medio de fecundacion (am), €l n-th tiempo de
co-incubacién ovocito esperma (Bn) y la interaccidn (am X Bn), mentras que los efectos
aleatorios consideraron el k-th dia d«~N(O, X) conjuntamente estimado para la intercepta,
interaccién doble y triple (1+am+ Bn +amX Bn) X dk respectivamente.

El modelo a efectos fijos fue realizado mediante andlisis de varianza tipo Ill (ANOVA), con suma
de cuadrados utilizando un valor p<0,05 y un test de verosimilitud para la seleccion del modelo,
siguiendo criterio de parsimonia, i.e., obtener el modelo mas simple que explique los datos. Las
validaciones de las asunciones del modelo final fueron realizadas utilizando cuantil-cuartil y
desvios versus valores predichos.
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Resultados del modelo a efectos fijos se presentan como una proporcion de la media * error
estandar para los hiperactivadores de la motilidad (Experimento 1), tiempo, medio de
fecundacion y la interaccion entre el tiempo y medio de fecundacion (Experimento 2). Sdlo los
términos significativos fueron usados para reportar los resultados, i.e., en algunos modelos el
resultado de los tratamientos fue similar. Por ejenplo, si en el Experimento 1 no hubo
contribucion del tratamiento del activador de motilidad, solo mantiene la media general, por lo
tanto la proporcién es exactamente la misma sin inportar que activador fuera utilizado. Sin
embargo, si hubiera términos significativos, se determind luego las diferencias en las
proporciones utilizando el test de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD) con la
correccion de Bonferroni. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con
un nivel de confidencia del 95% (P < 0,05) o con una tendencia al nivel de 90% (P< 0,1), y los
resultados fueron presentados como superindice y/o asteriscos para cada grupo,
respectivamente.

3.3. ESTUDIO 3: Efecto de diferentes configuraciones de mini-coloides de densidad en la
eficiencia de recyperacion y calicad de espermatozoides sexados Utilizando un analizador
Oe semen cormputarizaco

33.1.  Origen de los meteriales quimicos

Todos los quimicos utilizados en este estudio fueron adauiridos a Sigma-Aldrich Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA), a menos que se aclare otra cosa.

332 Muestras de semen sexado

Las muestras de semen sexado bovino criopreservado de 3 toros fueron obtenidas de un
distribuidor comercial de sermen bovino (Genex Cooperative, Inc., Shawano, W). Las pajuelas de
semen de cada toro se originaron de la misma partida.

333 Descongelamiento de las pajuelas y procesado de los espermatozoides

Las pajuelas de semen sexado fueron descongeladas a 37°C por 45s. Las pajuelas fueron
secadas individualmente, el extremo sellado fue removido, y el contenido fue colocado en tubos
pre-rotulados de 1,5 mL, calentados a 37°C. H contenido de las pajuelas fue bien
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homogeneizado y se midié el volumen. Dos muestras fueron usadas para determinar la
concentracion total de espermatozoides y su viabilidad (NucleoCounter® SP-100™ Sperm Cell
Counter, ChemolMetec, Allerod, Denmark). Alicuotas de cada toro fueron procesadas de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (Januskauskas y col., 1999). Para la concentracién de
espermatozoides, una alicuota de 5 il de cada toro fue diluida con 500 pl del reactivo S100 y,
después de mezclar, fue colocado en un cassette conteniendo ioduro de propidio (Abraham y
col., 2016). Bl cassette fue insertado en el detector fluorescente y el nimero total de células de la
muestra (T, x106 cells/mL) registrado.

La recuperacion de espermatozoides (%) fue calculada usando la siguiente ecuacion (1):

Concentracién Final X Volumen Final

Recuperacion de espermatozoides (%) = ——— — X 100
Concentracion Inicial X Volumen Inicial

(1)

Para determinar la viabilidad, una alicuota extra de 5 il de cada toro fue diluida con una solucion
buffer fosfato (500 ul), pH 7,1, provista por el misnmo fabricante (Chemometec, Denmark), antes
de colocarlo en otro cassette e insertarlo en el detector fluorescente. Esta vez el instrumento
reportd el ndmero de células no viables (N, x106 cells/ml). La viabilidad fue determinada
sustrayendo las células no viables del nimero total de células (T-N), y expresando el resultado
como porcentgje. Otra muestra fue colocada en un sisterma analizador de espermatozoides
computarizado (CASA) (Hamilton-Thorne IVOS, Beverly, MA, USA). H resto de la muestra fue
depositada sobre la columna de densidad (PureSperm®, Spectrum Technologies, Healdsburg,
CA, USA) para su centrifugacion (700xg por 15 min) a temperatura ambiente. Una segunda
centrifugacion (300xg por 5 min) fue realizada después de descartar el sobrenadante y volver a
suspender los espermatozoides en TALP-Sperm (pH= 7,4, 295 mOsm) (Parrish y col., 1985,
Parrish y col., 1986). Luego, se midié el volumen del pellet junto con la concentracion total y la
viabilidad de los espermatozoides, de manera de poder calcular la tasa de recuperacion y de
viabilidad. El pellet final fue nuevamente resuspendido suavemente, pipeteando manualmente en
100 pl de fluido oviductal sintético modificado SOF-FERT (Tenit y col., 1972a) e incubado a
38,5°C en atmosfera humidificada al 5% CO: en aire. La formulacion final de SOF-FERT fue la
siguiente: 107,7 MM NaCl, 7,16 mM KCl, 1,19 mM KH2POs, 0,49 m\vl MgCl2, 1,17 mM CaCla,
5,3 mM lactato de sodio, 25,07 mM NaHCOs, 0,20 miM piruvato de sodio, 0,5 mM fructosa, 5
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pg/mL gentamicina, 20 pg/mL heparing, penicilamina (3 pg/mL), hipotaurina (11 pg/mbL) and 6
mg/mL albumina sérica bovina libre de &cidos grasos esenciales.

3.34. Andlisis de la motilidad espermética asistido por cormputadora (CASA)

La evaluacién de la motilidad espermética y los parametros relacionados fue realizada utilizando
el andlisis de espermatozoides computarizado (CASA) que permite una evaluacion objetiva de
diferentes caracteristicas de las células (Mortimer, 2000b, Verstegen y col., 2002, Amann y
Waberski, 2014, Lu y col., 2014). Muestras de espermatozoides fueron analizados mediante
CASA de acuerdo a las siguientes recomendaciones del fabricante equipamiento y en Lenz et al.
(2011): captura de imagen, cuadros por segundo = 60, nimero de imagenes = 30; deteccidn de
células, contraste minimo = 50, tamafo minimo de célula = 5; valores por defecto, tamario de la
célula = 5, intensidad de la célula = 50; células progresivas, velocidad de trayectoria = 50 s,
rectitud =70%, células lentas (unvs); velocidad promedio de trayectoria (VAP, <30 ums),
velocidad en linea recta (VSL, <15 unvs). Las variables de motilidad medidas con el sistema
CASA fueron: porcentaje de motilidad (MOT), porcentaje motilidad progresiva (PMOT), velocidad
promedio (VAP, ums), velocidad rectilinea (VSL, pm's), velocidad cunvilinea (VCL, pms),
desplazamiento lateral promedio de la cabeza (ALH, um), el ndmero de veces que la cabeza del
espermatozoide cruza la pasada principal (BCF, Hz), matilidad espermética en linea recta (STR,
%), y motilidad espermética lineal (LIN, %). La temperatura fue de 37°C.

La camara precalentada de 4 compartimentos (Leja, IMV International Corp., Meple Grove, MN,
USA) fue cargada de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Dado que los
espermatozoides habian sido previamente tefiidos con Hoechst 33342 debido al proceso de
sexado, €l sisterma GASA fue programado bajo la opcidn dptica fluorescente IDENT. El nimero
promedio de espermatozoides analizados por tratamiento fue de 361 £ 121.

335.  Disefio Experimental
Se dispusieron las muestras de cada toro para determinar la concentracion de espermatozoides
y su viabilidad, utilizando el NucleoCounter. La concentracion total de espermatozoides y andlisis

de viabilidad fueron realizados antes y después de centrifugar por los mini-coloides de densidad
(mono-capas continuas y doble-capa discontinuo).
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Los mini-coloides para centrifugacion por densidad que fueron testeadas fueron: doble-capas
discontinuas (45%/90%, 40%480% Yy 30%/60%) y mono-capas continuas (40%, 60%Y 80%). Los
diferentes coloides de densidad se realizaron utilizando PureSperm® 100% y PureSperm®
Buffer (PureSperm®), Spectrum Technologies, Healdsburg, CA, USA). En el caso de las doble-
capas discontinuas, 500 pl de cada densidad fue colocada cuidadosamente en un micro-tubo de
1,5 mL. En el caso de mono-capas, 1 mL de la capa de densidad fue agregado a un micro-tubo
de 1,5 mL. Todos los micro-tubos fueron equilibrados a menos por 15 min (<30 min) en una
platina térmica a 37°C antes de cargar el semen. Luego de la segunda centrifugacion, una
muestra fue analizada por CASA a 0, 2, 4, 6, 8 y 18 hs. Una muestra de semen sexado
descongelado de cada toro no fue centrifugada, pero mantenida y evaluada de la misma manera
que las muestras centrifugadas y tratadas.

336. Andlisis Estadistico

Bl andlisis estadistico fue realizado utilizando el paquete estadistico InfoStat version 2015 (Di
Rienzo y col., 2015), junto con el paguete R version 3.2.3 (Team, 2015). Para considerar el
disefio experimental conpleto y las restricciones técnicas, modelos independientes lineales a
efectos mixtos fueron estimados. Brevermente, los efectos fijos fueron: la contribucion promedio
global (1) de la variable de produccion correspondiente; la i-th capa de densidad testeada (ai por
45%490%, 40%480%, 30%460%, 40%, 60% u 80%); €l j-th efecto de tiempo lineal (Bj =0, 2, 4, 6,
8y 18 hrs), cuadratico (yj = Bj2) o de tercer grado (5] = Bj3); y la interaccidn doble tiempo por
densidad de centrifugacion (ai x Bj, ai X yj, ai x 3j). Los efectos aleatorios fueron: el k-th toro bk ~
N(O, lsb?2), i.e., con distribucion normal con medio cero y metriz de varianza (I) por el mismo
parametro cb2; y por el I-th error aleatorio de la repeticion bioldgica g(e)ix €l cual fue modelado
como errores independientes g(e)ik = I(€)ix = ik ~ N(O, lo:2) 0 errores dependientes cuando la
falta de heterocedasticidad fue corregida usando una funcién de variancia exponencial del
tiempo agrupado por toro, i.e., gi(e)ix = varbExp(TimeBull)ix 0 una funcion de variancia
constante por toro, formalmente, ge(€)i = varldent(~1|Bull)ix. Utilizando las anotaciones antes
citadas, los datos de diferentes experimentos (i) fueron modelados comenzando con el modelo
maximo de la ecuacion (2):

Yijrw =Mt a; + Bty + 6 +a; X B+ a; Xy +a; X + b + g(€)iju @
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La seleccion del modelo fue realizada utilizando la retro eliminacién sobre un test de resultados de
verosimilitud, criterio de informacion Akaike y Bayes bajo el criterio de parsimonia. Las asunciones
correspondientes al modelo fueron verificadas utilizando los residuales versus valores predichos
y con gréficos QQ Cuando fue requerido, valores atipicos fueron removidos y estimados
nuevamente por el modelo. El modelo final utilizd el test marginal de hipdtesis con suma de
cuadrados tipo Ill para efectos fijos. Bl andlisis a posteriori incluy6 la minima diferencia
significativa de Fisher's (LSD) usando valore p ajustados de Bonferroni para cada periodo de
tiempo o efecto principal. Todos los test estadisticos, excepto si se aclara otra cosa, fueron a
ambos lados, con un corte al 0,05 de significancia estadistica. El modelo final ajustado para la
recuperacion y viabilidad utilizé la ecuacion (3), mientras que para las variables CASA fueron
modeladas por la ecuacion (4) excepto para BCF que tuvo una diferente estructura de
covarianza (5).

Yijki = 1+ a; + B + b + & Q)
Yijre =M+ a;+ Bty + 8 +a; X B+ a; Xyj + a; X8 + b + 91(€)ijw @
Yijio =M+ ai +B;+yj+ 8 +a; X B+ a; Xy; + a; X 8 + by + g2(&)iji )
4. RESULTADOS

4.1. ESTUDIO 1: Conparacion de diferentes medios de fecundacion en un sisterma de
proalccion in vitro de embriones bovinos con semen sexado

Efectos del modelo para las diferentes variables medidas se muestran en la Tabla 13. Los
resultados sugieren que la seleccidn del modelo no es un asunto menor, resultando que no se
puede utilizar un mismo modelo a través de los diferentes estadios. La proporcion de blastocitos
y tasa de eclosion incluyen el medio como efecto fijo y dia como aleatorio, mientras que MCl y
CT necesitan considerar toro y su interaccién con el medio cono efecto fijo para modelar
apropiadamente los datos colectados.

Tabla 13: Valor p del test de verosimlitud para efectos lineales para los predictores
seleccionados

Distribucion Binomial Poisson

Modelo Blastocitos

@1\
aje
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a<0,001; b<0,01; ¢<0,05; d<0,1; e<1; Clivaje y proporcion total de BL son considerados con respecto al
numero de ovocitos mientras eclosién es comparado con blastocitos totales. Colurmnas |, 1l y Il denotan
grado de calidad de BL.

En la Tabla 14 se muestran los valores de clivaje, tasa de BL, calidad de los BL desarrollos, y
tasa de eclosion para los 3 diferentes medios de fecundacidén. Se encontraron diferencias
significativas entre M199-FERT y SOF-FERT/TALP-FERT en clivaje, total de blastocitos, BL
grado 1y 3, y la tasa de edosion. La tasa de blastocitos grado 2 no difirieron significativamente
diferentes (P > 0,05) entre los medios de fecundacion utilizados.

Tabla 14: Produccién de embriones luego de la fecundacién con semen sexado henbra.

Datos ajustados por €l modelo estan expresados como proporcidn de la media + desvio estandar. H
resultado del test de la minima diferencia significativa de Fisher estd representado como letras
superindice. Proporciones con diferentes letras a través de las columnas difieren significativamente (valor
p ajustado por Bonferroni < 0,05).

Blastocitos

Medio N Clivaje Grados Eclosion
fou I Il Il

M199-FERT 1143 | 0,57£0,022 | 0,09+0,022 | 0,15+0,04 | 0,31+0,04* | 0,58+0,06* | 0,29+0,072

SOF-FERT 1220 | 0,71£0,01° | 0,20+0,03» | 052+0,0% | 0,25+0,03* | 0,21+0,04> | 0,60+0,06

TALP-FERT 1.041 0,72£0,01° | 0,19+0,02¢ | 0,51+0,05° | 0,23+0,038 | 0,20+0,04> | 0,65+0,06°

El MCl y CT de blastocitos al dia 7 fueron afectados por el medio de fertilizacion (

Tabla 15). Ademés, proporciones de MCl y CT fueron significativamente diferentes entre el
medio de fecundacion M199-FERT y SOF-FERT/TALP-FERT. Embriones derivados de medios
de fecundacién SOF-FERT y TALP-FERT mostraron un menor MCl y una mayor CT cuando se
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compararon con el medio de fecundacion M199-FERT. Una muestra representativa de Bls
provenientes de cada medio de fecundacion y BLs mostrando la tincién diferencial de MCl 'y CT
utilizada para el conteo de células, se presentan en la Figura 16.

Tabla 15: Conteo de células MCl y CT en el dia 7 de blastocitos obtenidos con diferentes medios
de fertilizacion.

Los datos estan expresados como media y proporciones + desvio estandar. Los resultados del test de la
minima diferencia significativa de Fisher estan representados como superindices. NUmero y proporcion
con diferentes letras a través de columnas difieren significativamente (valores p ajustados por Bonferroni
<0,05).

o Proporciones ajustadas del
Medias ajustadas del modelo
MedioFIV. N modelo

MCI CcT Total MCl/Total Cl/Total

MI9QO-FERT 116 24,65+095* 5873+304* 83,57+412 0,295+0,0056 0,705+0,0056%
SOF-FERT 105 2594+1,000 6887+1,32 9507+1,83 0,275+0,0054° 0,725+0,0054°
TALP-FERT 99  27,76£1,07° 7181350 99,78+425  0,278+0,0054° 0,722+0,0054°

M199-FERT SOF-FERT TALP-FERT

/ /
Figura 16: Imégenes representativas de blastocistos fecundados con semen sexado herrbra en diferentes
medios de fecundacion. Fila superior: Imégenes de campo brillante de blastocistos (objetivo 20X)
mostrando la diferencia en la calidad de los BLs producidos. Fila inferior: Imégenes representativas de
blastocistos tefiidos para MCl (anti-SOX2) y CT (anti-CDX2), ADN (Hoechst). Estos marcadores se
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utilizaron para determinar €l nimero total de células en blastocistos y el nimero de células asignadas a
MCl y CT (objetivo 40X).

4.2. ESTUDIO 2: Efecto de factores hiperactivadores de la motilidad espermética y duracion de
la co-incubacion de gametas sobre el desarrollo de embriones bovinos proaucidos in vitro
utilizando sermen sexado

Un total de 3,273 ovocitos bovinos fueron fecundados con semen sexado suplementado con
diferentes factores de hiperactivacion. El dlivaje, desarrollo de blastocitos, calidad de blastocitos
y tasa de eclosion de ovocitos bovinos co-incubados por 16-18 h con semen sexado se muestran
en la Tabla 16 (Experimento 1). Se encontro diferencias en la tasas de clivaje entre CA+TH y €l
control (P< 0.1), y el desarrollo de blastocitos fue significativamente mayor (P < 0.05) tammbién.
Los grados de calidad de blastocitos y la eclosion de enbriones no difirié significativamente entre
los diferentes factores de hiperactivacion espermética.

El clivaje, la tasa de blastocitos, calidad de blastocitos y la tasa de eclosion de ovocitos bovinos
co-incubados a diferentes espacios de tiempo con semen sexado (Experimento 2) son
presentados en la Tabla 18. El grado de los blastocitos y las tasas de eclosion en la Tabla 2 no
han sido afectados por los hiperactivadores de la motilidad, de acuerdo a los resultados del
modelo. Un conmportamiento similar se encontrd en el tiempo de co-incubacion de las gametas (8
vs. 18 h) en la Tabla 18, donde €l total de blastocitos, blastocitos grado | y 1l y tasa de eclosién
tampoco fueron afectados. Més alin, la tasa de blastocitos grado Il permanecié constante sin
variacion, independientemente del tiempo o del medio de fecundacion utilizado. Las tasas de
clivaje de ovocitos co-incubados con semen sexado fueron significativamente menores (P <
0,05) en el periodo de fecundacion mas corto (8 h), el medio de fecundacion M199 y M199-8h,
comparado con el tiempo de fecundacion mas largo (18 h), el medio de fecundacion SOF, y los
otros grupos de co-incubacion, respectivamente. SOF-8h resulté con las mayores tasas de
clivaje y produccion de blastocitos. El medio de fecundacion SOF produjo la mejor calidad de
embriones y tasa de eclosién en comparacion con M199. Los hiperactivadores de la notilidad
(Experimento 1, Tabla 17) no afectaron la polispermia, mientras que en el Experimento 2 las
tasas de polispermia se vieron incrementadas cuando la fecundacion se extendié a 18 hy con el
medio de fecundacion M199 (Tabla 19). La menor tasa de polispermia fue encontrada en el
medio de fecundacion SOF durante el periodo de fecundacién mas corto.
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Tabla 16: Efecto de los factores de hiperactivacidon de la motilidad espermética sobre €l clivaje, desarrollo embrionario, calidad enmbrionaria y capacidad de eclosion
luego de la fecundacion de ovocitos con semen sexado.

Datos ajustados por el modelo estan expresados como (promedio + error estandar) x100. Resultados de la minima diferencia significativa de Fisher's se presentan con superindice.
Diferentes superindices a lo largo de las colurmnas difieren significativamente (test ajustado de Bonferroni), con valor-p < 0,05 en letras (a, b) o valor-p < 0,1 con simbolos (*,*).

Blastocitos (Dia 7) g

Hiperactivadores _ L Eclosion
3 Ovocitos (n) Clivaje (Dia 3) Grado ’
de la matilidad Total I T m (Dia9)
CA 842 7236 +1,79"" 23,94 + 3,01ab
TH 887 74,02 +1,80"" 23,43 + 3,01ab
57,06+1,84 | 2380+ 1,55 | 19,06+ 1,57 65,02+ 1,73

TH+CA 779 7713171 27,26 + 3282
CONTROL 765 71,12+1,79” 20,4 +27%

Tabla 17: Efecto de los hiperactivadores de la motilidad espermética sobre la tasa de polispermia luego de la fecundacion de ovocitos con semen sexado.
Datos ajustados por el modelo estan expresados como (promedio + error estandar) x100. Resultados de la minima diferencia significativa de Fisher's con el test ajustado de
Bonferroni, con valor-p < 0,05 representado con letras.

Hiperactivadores de la _ _ _
» N Ovocitos (n) | Polispermia

motilidad espermética

CA 145 483+1,78

T™H 145 6,21 £ 2,002

TH+CA 145 6,90 £ 2,102

Control 145 2,76 £ 1,36

Tabla 18: Efecto del tiermpo de co-incubacion y medio de fecundacidn sobre el desarrollo embrionario luego de la fecundacion de ovocitos con semen sexado.
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Datos ajustados por € modelo estan expresados como (promedio + error estandar) x100. Resultados de la minima diferencia significativa de Fisher's con €l test gjustado de
Bonferroni, con valor-p < 0,05 representado con letras. Diferentes letras difieren significativamente (valor-p ajustado de Bonferroni < 0,05).

Tiempo (hs) Medio de Fecundacion Medio de Fecundacion x Tiempo
Variables 8 18 SOF M199 SOF:8 SOF:18 M199:8 M199:18
n=2330 n= 2420 n=2470 n=2280 n=1190 n=1280 n=1140 n=1140
Clivaje 5842+30% | 6739373 | 71,30+32% | 5389+372 | 7354+296* | 6895+420r | 4153+543 | 65,79+3,88
Total (Dia7) 18,21+2,80 25,80+3,642 15,00£2,13 20,28+482 | 27742900 | 1227227 | 1821+2,80p¢
8 I 35,04+7,43 49761533 | 2545+8600 | 49641545 | 4989+636¢ | 2850£10,01ab | 22.62+8.28°
% 8 [ 27,78£1,40
DO I 28/41+4,67 1843+2800 | 3838t598 | 17,78£323 | 19,09+334> | 36,76+568* | 40,03+7,73
Eclosion (Dia 9) 55,69+4,34 65,56£3812 | 4534+4,37 65,563,812 45,34+4,37°

Tabla 19: Efecto de la duracion de la co-incubacion de ovocitos y espermatozoides, y medio de fecundacidn sobre la tasa de polispermia luego de la fecundacion con

semen sexado.
Datos ajustados por € modelo estan expresados como (promedio + error estandar) x100. Resultados de la minima diferencia significativa de Fisher's con €l test gjustado de

Bonferroni. Diferentes letras difieren significativamente (valor-p < 0,05).

Tiermpo (h) Medio de Fecundacion Medio de Fecundacion x Tiermpo
Variable 8 18 SOF M199 SOF8 SOF:18 M199:8 M199:18
n= 360 n= 360 n= 360 n= 360 n=180 n=180 n=180 n=180
Polispermia 268+0910 | 887+1,60r | 328+1,0% 7,32+1,542 | 1,80+1,040 | 564+1,83p | 379+1,44 | 13,60+2,672
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4.3. ESTUDIO 3: Efecto de diferentes configuraciones de mini-coloides de densidad en la
eficiencia de recyperacion y calidad de espermatozoides sexados Utilizando un analizador
Oe semen conmputarizado

La configuracién de los mini-coloides de densidad claramente afectaron la recuperacion de
espermatozoides (Figura 17), su viabilidad (Figura 18) y funcionalidad (Tabla 20, Tabla 21,
Tabla 22, Tabla 23). Las variables analizadas por CASA no dependieron del tiempo o sus
interacciones, de acuerdo a la ecuacion (3). La tasa de recuperacion de espermatozoides para
los diferentes tratamientos mostraron un claro patrén descendiente a medida que aumenta la
densidad de los coloides (Figura 17A). Cabe resaltar que el tratamiento 45%/90% es
considerado cono el “estandar del mercado” al ser el més utilizado por los laboratorios. Dicha
doble-capa de densidad discontinua tuvo el mayor rango (41%), mayor desvio estandar (10%) y
la menor tasa de recuperacidn (52%). Ademés, los tratamientos mono-capas de densidad
continuos tuvieron mejores resultados que las configuraciones de doble-capa de densidad
discontinua como se muestra en la Figura 17B y formalmente ratificados por los resultados del
modelo en Figura 17C. Mas especificamente, grupos de LSD A, By C tuvieron mayor o iguales
tasas de recuperacion que C, CD and D, como se muestra en la Figura 17D, respecto al nimero
de capas de densidad utilizado. La més alta recuperacion de espermatozoides sexados (P <
0,05) fue lograda utilizando la mono-capa 40% de densidad (0,78 £ 0,02) seguida por la mono-
capa 80% (0,68 + 0,02), Figura 17C. La recuperacion de espermatozoides mas baja fue
obtenida con la configuracion de densidad 45%/90% (0,46 + 0,02). Las mono-capas de densidad
continuas recuperaron mas espermatozoides sexados (0,69 + 0,02) que las doble-capas
discontinuas (P < 0,0001) (Figura 17D). Por otro lado, la tasa de viabilidad de espermatozoides
sexados no mostré un patron claro ni en su media ni en la varianza (Figura 18A y Figura 18B).
El semen no centrifugado, las mono-capas de densidad continua de 40% Yy 60% Y la doble-capa
discontinua 45%/90% mostraron la mayor varigbilidad en comparacidn con las otras
configuraciones. La mono-capa de densidad continua de 80% mostrd la mayor tasa de viabilidad
(0,72 £ 0,03), mientras que 40%, 60% Yy 30%/60% produjeron los resultados de menor viabilidad
(Figura 18C). No se encontrd diferencias en la viabilidad espermética entre capas de densidad
continuas y discontinuas (P = 0,59, Figura 18D). Los resultados CASA para los parametros de
motilidad de las ecuaciones (4 y 5) se resumen en las Tabla 20, Tabla 21, Tabla 22 y Tabla 23.
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Figura 17: Tasa de recuperacion para semen sexado luego de la centrifugacion a través de diferentes
capas de densidad de PureSperm®. Los boxplot de la tasa de recuperacion bruta son presentados para
los seis tratamientos de configuracion de capas de densidad testeados y agrupados por €l nimero de
capas en graficos Ay B, respectivamente. Media del modelo ajustada + estimacidn del error estandar son
presentados en los gréficos C y D para las mismas configuraciones de los graficos A y B,
respectivamente. Los resultados del test de minima diferencia significativa de Fisher (LSD) estan
representados con letras (Bonferroni gjustado P< 0,05).
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Figura 18: Tasa de viabilidad para semen sexado luego de la centrifugacion a través de diferentes capas

de densidad de PureSperm®. Boxplots de la tasa de viabilidad bruta de los seis tratamientos de

configuracion de capas de densidad testeados y agrupados por el nimero de capas en graficos Ay B,
respectivamente. Media del modelo gjustada + estimacion del error estandar son presentados en los
gréficos Cy D para las mismas configuraciones de los gréficos Ay B, respectivamente. Los resultados del
test de minima diferencia significativa de Fisher (LSD) estan representados con letras (Bonferroni
ajustado P< 0,05).
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Tabla 20: Velocidad promedio de trayectoria (VAP), velocidad en linea recta (VSL) y velocidad cunvilinea (MCL) fueron determinadas utilizando un analizador
espermatico asistido por computadora Hamilton-Thorne IVOS luego que el semen sexado fuera centrifugado a través de una mono-capa de densidad continua o
doble-capa de densidad discontinua de PureSperm® o sin centrifugacion (sin tratar).

Los datos ajustados por €l modelo estan expresados como proporcion media + estimacion estandar del error. Resultados del test de la minima diferencia significativa de Fisher son
presentados como letras superindice. Proporciones con diferente letras a lo largo de cada columna difieren significativamente (Bonferroni gjustado P< 0,05).

Trata- VAP (um/s) VSL (um/s) VCL (um/s)
miento oh 2h 4h 6h 8h 18h oh 2h 4h 6h 8h 18h Oh 2h 4h 6h 8h 18h
Sintratar 5001+ | 3642t | 27.31x | 2168+ | 1864+ | 9.32+0. | 4364t | 3237+ | 2393+ | 1788t | 1378t | 6.82t0. | 76.3t2 | 6158t | 5034t | 4208+ | 3628+ | 26.21%
185 | 098 | 097 | 07X | o&® | 2n 198 | 101C | 09%° | 074 | 088 3 53 152 | 158 | 126° | 168% | 102
A% 4131x | 3997+ | 3483 | 27.3% | 1883+ | 896+0. | 3386+ | 3519+ | 3073t | 2248+ | 1245+ | 548+0. | 6678+ | 6693+ | 6019+ | 4903+ | 3589+ | 26.71%
184 | 0958 | 09 | 065 | 076© | 278 | 19> 18 094 | 069 | 08% | 208 25 | 1514 | 153 | 118 | 16® | 099
0% 4254+ | 3926+ | 3258+ | 2391+ | 1464+ | 87240, | 3507+ | 3402+ | 2829t | 1966+ | 98%0. | 623#0. | 69.02f | 6411+ | 5511+ | 4375+ | 3183+ | 2573t
181 | 095 | 09® | 065©° | 078 | 278 | 188 | 099° | 0948 | 069 | 8 e 248 | 158 | 153 | 118% | 1648 | 102
0% 4935+ | 4399+ | 3564+ | 2568+ | 1545+ | 7.88+0. | 4358+ | 3984+ | 3176t | 2116t | 98+0. | 499+0. | 7564+ | 6866+ | 5799+ | 4533+ | 341+ | 2871
1814 | 095 | 09 | 0658 | 079% | 268 189 | 099 | 094 | 0698 | 8F P 248 | 151A | 1538 | 119%c | 1688 | 106
0oueo, | [O8iE | W9%r [ 3437 [ 2781 | 2101k | 026:0. | 386f: | 343M: [ 2828+ [ 2122 | 1410 | 575:0. | 7082t | 650Gt | 5666t | 4691+ | 3% | BTk
181 | 0958 | 094 | 07 0.8 o | 1838 | 098% | 0938 | 0688 | & 31 | 248 | 149 | 1528C | 119%C | 1668 | 1028
Aus, | ‘9% | F77er [ 3026r [ 596 | 2380r | 0510 | 4386t | 3B77¢ | 2662+ | 2056 | 1871 [ 4970 | 7415t | 6348t | G472t | 4762t | 4Gt | 2497
1814 | 098 | 091 | 066® | 078 27 189 | 099¢ | 0w | 069 | 08 P 248 | 158 | 153 | 1188 | 164 | 106
Ason, | JOT7E | %21 [ 2826k [ 208t | 1745t | 881:0. | 4032t | 3226+ | 2406+ | 1846 | 13:08 | 556:0. | 6006t | 6057: | 5154 | 4256: | %A2ir | 258
188 | 093 | 087 | 06 | 077% | 278 | 188 | 097 | 09° | 064 180 e 2470 | 1488 | 147° | 1420 168 1.0
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Tabla 21: Desplazamiento lateral promedio de la cabeza (ALH) y frecuencia de cruce (BCF) fueron determinadas utilizando un analizador espermatico asistido por
computadora Hamilton-Thorne IVOS luego que el semen sexado fuera centrifugado a través de una mono-capa de densidad continua o doble-capa de densidad
discontinua de PureSpernt® o sin centrifugacion (sin tratar).

Los datos ajustados por €l modelo estan expresados como proporcion media + estimacion estandar del error. Resultados del test de la minima diferencia significativa de Fisher son
presentados como letras superindice. Proporciones con diferente letras a lo largo de cada columna difieren significativamente (Bonferroni gjustado P< 0,05).

Trata- ALH (um) BCF (Hz)

miento Oh 2h 4h 6h 8h 18h Oh 2h 4h 6h 8h 18h
Sin tratar 39740114 | 366+008%C | 345008 | 33240074 | 3210114 | 1480128 | 3248+084F | 3661+0574 | 3817+061A | 37.97+053* | 3677408 | 4278+087
40% 4310114 | 396+0.08° | B57+0.08° | 3180078 | 279:0.1% | 207+0.11A | 2063084 | 3364057 | 3576:06%® | 3645t051h | 3615077 | 3578+0.87°
60% 413:011A | 387008 | 3470088 | 2974007 | 244+0118 | 127+011% | 3185:0840 | 3283+057 | 3452+068 | 3651+051A | 3855+078% | 40.32+0.9%
80% 42410117 | 3504008 | 312t0088 | 279+007° | 256+0.118 | 1440118 | 3185:083% | 318240585 | 3384+065 | 37.11+051A | 4086+07% | 39.08+0.86C
30%/60% 4180114 | 368+008%C | 3250088 | 28007 | 256:0.118 | 09401 | 2051083 | 3306+057 | 3525+06° | 36390514 | 3679+0788 | 3823+0.87%
40%/80% 405:011A | 366:008%C | 331008 | 2984007 | 268+0.18 149:012 | 2078083 | 3357+057 | 35680598 | 365305 | 3655:0788 | 39.11+0874C
45%490% 3930114 | 351+008° | 321+0088 | 298+006° | 281+0.1%8 | 123+012C | 3085:084F | 3345:057 | 3428+05F | 339404 | 3B04+075F | 41.55:0.87
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Tabla 22: Motilidad espermética en linea recta (STR) y notilidad espermética lineal (LIN) fueron determinadas utilizando un analizador espermético asistido por
computadora Hamilton-Thorne IVOS luego que el semen sexado fuera centrifugado a través de una mono-capa de densidad continua o doble-capa de densidad
discontinua de PureSpernt® o sin centrifugacion (sin tratar).

Los datos ajustados por €l modelo estan expresados como proporcion media + estimacion estandar del error. Resultados del test de la minima diferencia significativa de Fisher son
presentados como letras superindice. Proporciones con diferente letras a lo largo de cada columna difieren significativamente (Bonferroni gjustado P< 0,05).

Tratar STR(%) LN (%)

miento Oh 2h 4h 6h 8h 18h Oh 2h 4h 6h 8h 18h
Sintratar 74.05£1.19 76.35t0.° 78.26+£0.98* 79.58+0.92~ 80.14+1.460 65.05+2.27A 50.25+1.03A 45.89+0.768 44.08+0.828 43.94+0.75~ 4456+1.17~ 28.22+1.550
40% 77.61+£1.18% 75.9+£0.8R 74.45+0958 | 73.05+0.86%C | 71.53+1.36%¢ 55.26+2.228 44.77+1.03 45.85+0.768 44.65+0.81/8 41.79+0.7/8 37.92+1.18 2541157
60% 76.88+1.16"8 76.49+0.9° 74.23+0.958 70.74+0.86° 66.66+1.4°D 60.15+2.22/8 44.75+1.018 4541+0.768 42.75+0.88 37.93+0.71¢ 32.1+1.14° 27.52+1.57
80% 78.28+1.16"8 79.17+0.9° 76.37+0.958 71.08+0.87¢ 64.49+1.42D B53.71+2.228 48.95+1.0148 50.06+0.76A 46.62+0.8* 40.15+0.718¢ 32.22+1.14° 24.31+1.527
30%/60% 78.8+1.16%8 76.64+0.88° 74861094/ | 7331+0.87C | 71.86+1.428C | 61.58+2278 | 46.03+1.018 46.03+0.748 44.25+0.79°8 41.25+0.71/8 37.57+1.148 28.12+1.55
40%/80% 80.43+1.16~ 75.85+0.8R 73.89+£0.958 73.61+0.86%¢ 74.1£1.4/8 56.28+2.27/8 50.36+1.01A 45.71£0.758 42.8%+0.8% 41.33+0.7178 | 4042+1.12/8 25171577
45%90% 79.09+1.16"8 77.11£0.88* 76.34+0.938 76.22+0.82/8 76.14+1.3778 56.09+2.27/8 50.17+£1.047 46.33+0.758 44.08+0.788 428310688 | 42.02+1.12/8 241241670
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Tabla 23: Matilidad (MOT) y motilidad progresiva (PMOT) fueron determinadas utilizando un analizador espermatico asistido por computadora Hamilton-Thorne IVOS
luego que el semen sexado fuera centrifugado a través de una mono-capa de densidad continua o doble-capa de densidad discontinua de PureSperm® o sin
centrifugacion (sin tratar).

Los datos ajustados por el modelo estan expresados como proporcion media + estimacion estandar del error. Resultados del test de la minima diferencia significativa de Fisher son
presentados como letras superindice. Proporciones con diferente letras a lo largo de cada columna difieren significativamente (Bonferroni gjustado P< 0,05).

Trata- MOT= % PMOT= %

miento Oh 2h 4h 6h 8h 18h Oh 2h 4h 6h 8h 18h
Sintratar 48104168 | 20874093 | 1947+0948 | 14970718 | 14412083 | 252+0.30C | 2674+1.11% | 16.14+056° | 959+054%8 | 6.19:0.40° 5.05+0.43* 1.89+0.13
40% 388241678 | 2476+091C | 1560+0.8% | 10.32+065° | 7830788 | 294+0288 | 1312+1.10° | 848+056° | 5.16x051D | 295:0.37 1.61041C | 0.45+0.130D
60% 4355:1.64%8 | 2829+091%C | 1792+08% | 1151x065° | 8.14+0.818 403:028" | 1901109 | 1393:0558 | 9.64+0.51A 6.15:0.37A | 3.41£042%8 | 0.49+0.130
80% 48711640 | 3455+091A | 2369+0.89* | 1568+066° | 10.12+0828 | 395:028* | 2532+1.10° | 16.28+055 | 9.84+051A 556+0.37A | 3.01+043cC 1.08+0.138
30%/60% 4083+1648 | 27.23+090FC | 1805088 | 1238+065€ | 9.33+0.8% 156+£031C | 15.14+1.08% | 10.15:0540 | 636+0500 | 363+0378C | 1.79+043% | 04420130
40%/80% 46141648 | 2893+092 | 183%+090F | 11.95:066° | 860+0.818 | 207+029C | 1873+1.10F | 11.93+055C | 741x051C | 47120378 | 330+0.42/C | 1.40+0.13/
45%90% 498041640 | 2832+090FC | 16.02:0.86° | 1069+0.6C | 10.14x08% | 1.97+028%C | 2532+4108* | 1458+0540 | 7.74+048%C | 399+0.34%C | 2530428 | 1.01x0.13¢
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5. DISCUSION

5.1. ESTUDIO 1: Conparacion de diferentes medios de fecundacion en un sisterma de
proalccion in vitro de embriones bovinos con semen sexado

La produccion de blastocitos de alta calidad, derivados de un sistema PIVE, depende del
correcto funcionamiento y desempenio de IVMFIV/IVC a los fines de asegurar la plena
adquisicion de habilidad de desarrollo de los ovocitos colectados, y contribuir a producir
enbriones viables capaces de desarrollarse completamente después de ser transferidos a
receptoras sincronizadas. El medio de fecundacion juega un rol muy importante para proveer
condiciones favorables para la capacitacion de los espermatozoides, la unidn del
espermatozoide a la zona pellcida, la reaccidn del acrosoma, la penetracion de la zona pellicida,
la union y fusion del espermatozoide con el ovocito, la activacidn del cigoto y reaccion cortical,
endurecimiento de la zona, formacion del pronicleo e iniciacion de la divisidn celular
(Yanagimachi, 2011, Parrish, 2014). La formulacién de los medios tarmbién debe contermplar los
requerimientos metabdlicos tanto para el espermatozoide conmo el ovocito durante el periodo de
incubacion y fecundacion.

Los resultados del presente estudio demostraron que los embriones bovinos provenientes de
ovocitos fecundados con semen sexado henora, se vieron afectados por el medio de
fecundacion utilizado, en términos de tasa de desarrollo, calidad morfoldgica, nimero total de
células y distribucién de MCI/CT en los blastocitos. El M199-FERT produjo significativamente
menos ovocitos clivados, cigotos y embriones que los medios de fecundacion SOF-FERT y
TALP-FERT. La calidad enbrionaria, medida bajo estandares de la IETS, también resulto
afectada en M199-FERT comparado con los otros medios. La diferencia principal entre M199-
FERT y SOF-FERT/TALP-FERT uitilizado en este estudio como medios de fertilizacion, son los
antioxidantes, carbohidratos y aminoacidos.

El medio TALP es el medio FIV mas cominmente utilizado para ovocitos bovinos (Parrish y cal.,
1988); sin embargo, modificaciones al SOF (Choi y cal., 1991, Gandhi y col., 2000) y al medio
Brackett y Qliphant-BO (Brackett y Qliphant, 1975a) han resultado también ser exitosos en FIV
para ganado bovino. Utilizado en forma rutinaria como medio de maduracién (IVM) de ovocitos,
el M199 nmuestra una formulacion més conpleja que el TALP-FERT y el SOF-FERT. Un
importante componente que falta en la formulacion del TALP-FERT y SOF-FERT al compararlos
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con M199, es la presencia de un antioxidante (Nedambale y col., 2006a). La acumulacién de
especies reactivas del oxigeno (ROS) pueden generar estrés oxidativo y daniar el funcionamiento
fisioldgico normal de los espermatozoides (Bansal y Bilaspuri, 2011, Aitken y col., 2012). La alta
velocidad del proceso de sexado puede disminuir la vida media de los espermatozoides,
aumentar la fragmentacion del ADN (Gosdlvez y col., 2011b), entre otras injurias. Como
resultado de este efecto aditivo, el contenido de ROS pude aumentar significativamente sobre
todo cuando la fecundacion se realiza durante un periodo de tiempo prolongado (Johnson y col.,
1999, Gamner, 2006). La hipdtesis inicial fue que el MI99-FERT podria tener ventajas
comparativas respecto a los otros dos medios, en términos de minimizar el estrés osmético de
los ovocitos maduros como resultado del pasaje entre IVM a FIV, conferir mayor proteccion a los
ovocitos y espermatozoides contra el estrés oxidativo a traves de antioxidantes y previniendo el
envejecimento de los ovocitos. Estas ventajas potenciales del M199-FERT no se vieron
reflejadas en los pardmetros de desarrollo evaluados.

El medio M199 contiene glucosa. Este componente puede interferir con la capacitacion del
espermatozoide, con la unidén del espermatozoide y el ovocito, la penetracidn de la zona
peltcida, y por lo tanto, afectar la division temprana del cigoto y el desarrollo embrionario
subsiguiente (Parrish y col., 1989b). Durante la glicolisis de la glucosa por los espermatozoides
bovinos, ocurre una acidificacion del pH intracelular (pHi) debido a la generacion de Hr (Parrish 'y
col., 1989%, Parrish y cal., 1994, Vredenburgh-Wilberg y Parrish, 1995, Galantino-Homer y cal.,
2004). Se ha sugerido que la capacitacion del espermatozoide bovino esta asociada a una ligera
alcalinizacién del pHi y, por esta razon, no se incluye la glucosa en los medios de fecundacion
para bovines.

Los aminoécidos no esenciales (NEAA) podrian jugar un rol positivo durante el clivaje de los
ovocitos y el la longitud del primer ciclo celular (Rosenkrans y First, 1994, Pinyopummintr y
Bavister, 1996b, Pinyopurmmintr y Bavister, 1996a, Van Winkle, 2001). Una mayor tasa de
blastocitos pueden ser alcanzada de cigotos que han clivado de manera temprana (antes de 24 a
30 h) de aguellos que clivan més tarde (>30 a 40 h) (Dinnyes y col., 1999, Lechniak y col., 2008).
La suplementacion inicial con NEAA podria estimular la tasa de divaje, la formacion de
blastocitos y la eclosidn, mientras que la adicion de aminoacidos esenciales (EAA) podria ser
necesaria para estimular la division celular después del estadio de 8 células (Partridge y Leese,
1996, Lane y Gardner, 1997a, Lane y Gardner, 1997b, Lu y col., 1999, Steeves y Gardner,
1999b, Van Winkle, 2001, Zhang y col., 2003). El medio M199-FERT, que contiene NEAA y EAA,
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mostrd menor dlivaje, formacion de blastocitos, grado embrionario y habilidad de eclosion en
comparacion con TALP-FERT y SOF-FERT (ambos libres de aminoacidos).

Se ha reportado que las tasas de dlivaje pueden correlacionarse con el desermpefio en la
produccion de blastocitos (Holmyy col., 1998, Lonergan y col., 1999a, Ward y col., 2001, Alomar y
col., 2006, Barcelo-Fimbres y col., 2011). Este descubrimiento sugiere que un retardo en el
primer ciclo de division celular podria impactar negativamente al pasar por el estadio de 8-16
células (momento de la activacion del genoma errbrionario), y por lo tanto resultar en una tasa
de formacion de blastocitos méas baja. El éxito para superar este estadio critico, depende no sélo
de la contribucién de la conpetencia de los ovocitos para el desarrollo en blastocitos, sino
también en la integridad de los espermatozoides, lo que tiene un impacto directo en la formacion
y calidad del enmbrién (Parinaud y col., 1993, Ward y col., 2001). El monitoreo continuo del
tiempo de FIV y IVC confirmd que la tasa de clivaje de los cigotos estaba correlacionada con la
produccion de blastocitos (Arav y col., 2008, Pribenszky y col., 2010, Kirkegaard y col., 2012).
Estas observaciones concuerdan con nuestros resultados, donde la baja tasa de clivaje en
M199-FERT afect6 el normal desarrollo a los estadios subsiguientes, tales como formacion de
blastocitos, calidad de los embriones y habilidad de eclosion.

La cantidad de células del MCl y CT, y la proporcién de células CT mostraron que la calidad de
los enmbriones fecundados con MI99-FERT estuvo comprometida, en comparaciéon con
embriones producidos con los medios de fecundacion SOF-FERT y TALP-FERT. La reduccién
en MCl y nimero de células CT vy la incapacidad de eclosionar de la zona pellcida por parte de
los blastocitos podrian ser signos de incompetencia de desarrollo y afectar negativamente la
crioresistencia, ademas también de la tasa de implantacion y de prefiez. La competencia de
desarrallo y viabilidad de los embriones bovinos producidos in vitro es inferior al obtenido in vivo,
posiblemente debido a una baja calidad de embriones como consecuencia de condiciones de
IMWFWVIVC sub-6ptimas (Rizos y coal., 2002c). Hasta el momento, el nimero de células del MCl
y CT han sido utilizadas como indicadores de calidad y viabilidad de enbriones PIVE, ya que
solo el criterio de evaluacidén morfoldgica bajo la lupa estereosocdpica podria resultar insuficiente
para predecir competencia de desarrollo (Van Soomy col., 1997b).

Existe un periodo de tiempo de fecundacion optimo después de la maduracion, y cuando la
fecundacion no ocurre dentro de esa ventana de tiempo, los ovocitos no fecundados suffirdn un
deterioro en su calidad (envejecimiento) (Cttolenghi y col., 2004, Miao y col., 2009, Koyama y
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col., 2014a). B impacto de la calidad de los ovocitos en el potencial de desarrollo de los
embriones luego de la fecundacion puede resultar significativo (Krisher, 2004, Wang y Sun,
2007). El medio M99 puede ser adecuado para la maduracion de los ovocitos pero podria
retrasar la fecundacion, al afectar la capacitacion de los espermatozoides, la union o fusion del
ovocito con el espermatozoide, o ambos. La consecuencia final podria ser un ovocito envejecido
y no fecundado o un cigoto fecundado pero comprometido, del cual la formacion y calidad del
blastocito y su tasa de eclosion podrian ser deficientes.

La baja tasa de dlivaje obtenida con el medio M199-FERT redujo significativamente el nlimero de
embriones por gota que continuaron su desarrollo y por lo tanto, que pudiesen interactuar en el
micro-ambiente de la placa de IVC. E éxito en el desarrallo de embriones cultivados en grupo
puede ser atribuido a la exposicidn de factores embriotrdficos autocrinos y paractinos (Paria y
Dey, 1990a). Los enbriones producen y secretan varios factores que podrian afectar la tasa de
compactacién y cavitacion, eclosién, y el nimero de células del MCl y CT (Gopichandran y
Leese, 2006, Richter, 2008, Hegde y Behr, 2012). En el presente estudio, los embriones
derivados de los medios de fecundacién SOF-FERT y TALP-FERT mostraron mayores tasas de
desarrollo, mayor calidad (>blastocitos grado 1), habilidad para eclosionar, y distribucidn de las
células, que aquellos embriones fecundados en MI99-FERT, sugiriendo que los medios de
fertilizacion SOF-FERT y TALP-FERT son mas capaces de sostener el desarrollo de enbriones
de mayor calidad.

El principal objetivo al utilizar SS en PIVE, es el de producir el mayor porcentaje de embriones
grado 1 al dia 7 de IVC. Para alcanzar este porcentaje maximo de blastocitos de alta calidad, el
espermatozoide sexado debe someterse a una capacitacion para poder alcanzar un estado
competente para lograr fecundar al ovocito. Estos canmbios involucran la reorganizacion de
proteinas y lipidos de menbrana. Estos cambios afectan la fluidez de la membrana plasmética,
provocan alteraciones en la concentracion idnica intracelular, en el metabolismo y la motilidad,
entre otros. El proceso de capacitacion termina con la reaccidn acrosdmica e hiperactivacion
(Parrish y col., 1988, Visconti y col., 1998, Parrish, 2014). Durante el proceso de citometria de
flujo para separar espermatozoides portadores del cromosoma X, los espermatozoides sufren
diferentes darios tales como la tincion del ADN con un fluorocromo (Hoechst), diluciones, fuerzas
centrifugas, alta presion, cargas eléctricas, emisiones laser y congelado/descongelado (Schenk y
col., 1999, Suh y cal., 2005, Schenk y Seidel, 2007, Rath y col., 2009, Garmer y col., 2013).
Como consecuencia, la supervivencia de los espermatozoides post-descongelado, su integridad,
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el estado del acrosoma, la funcionalidad de sus membranas, el patron de movimiento (motilidad),
la integridad del ADN, entre otros, pueden resultar severamente afectados. Ademas, el proceso
de sexado del semen y/o la criopreservacion pueden inducir una capacitacion parcial (Lu y
Seidel, 2004) y por lo tanto, los protocolos actuales de FIV desarrollados para semen no sexado
(convencional) pueden no ser los mas apropiados cuando se utiliza para semen sexado.

En conclusién, los diferentes medios de fecundacion utilizados con semen sexado afectaron la
tasa de clivaje y desarrollo embrionario, como asi también la calidad embrionaria y capacidad de
eclosion. Los medios de fecundacién SOF-FERT y TALP-FERT produjeron méas enbriones y de
mejor calidad que M199-FERT.

5.2. ESTUDIO 2: Efecto de factores hiperactivadores de la motilidad espermética y duracion de
la co-incubacion de gametas sobre el desarrollo de embriones bovinos proaucidos in vitro
utilizando sermen sexado

Los resultados del presente estudio demostraron que la adicién de tedfilina y cafeina al semen
sexado antes de la fecundacion, pueden tener un efecto beneficioso sobre el desarrollo
embrionario y la capacidad de eclosion. La capacitacion espermética ha sido reconocida como
un canmbio fisioldgico necesario que el espermatozoide debe transitar para adauirir capacidad
fecundante (Yanagimachi, 1989, Parrish, 2014). Ademas, el tiempo de exposicidn de los ovocitos
a los espermatozoides y el medio de fecundacién tanmbién afectan el dlivaje, el desarrollo
embrionario, la calidad del embrion y la capacidad de eclosion.

La capacitacion es generalmente definida como los cambios que el espermatozoide debe
completar para ser capaz de fecundar a un ovocito (Parrish y col., 1988, Yanagimachi, 199%4c,
Yanagimachi, 1994a, Bailey, 2010, Aitken y Nixon, 2013). La capacitacién espermética es un
mecanismo que aln no se entiende conpletamente, pero el proceso incluye cambios
bioquimicos y ultra estructurales que llevan a la remocion de factores moduladores o retardantes
de la capacitacion adheridos a la membrana espermatica, cambio en la composicién lipidica de
la membrana espermética, aumento de la permeabilidad al Ca?+, cambio del pH interno, e
incremento de la permeabilidad celular y metabolismo (Fraser, 1998, Visconti y col., 1998, Aitken
y Nixon, 2013). La motilidad juega un rol importante en el proceso de fecundacion, y es en
consecuencia considerada como un parametro funcional importante durante la evaluacion pre y
post-congelado. La motilidad es esencial para lograr la penetracion de las células del cumulo y la
zona pelucida (ZP) (Gordon, 2003b, Suarez y Ho, 2003, Florman y Ducibella, 2006), siendo la
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excepcion, dentro de las técnicas de reproduccion asistida (ARTs), la inyeccion intra-
citoplasmética del espermatozoide (ICSl). El aumento del patron de matilidad y velocidad,
llammado hipermotilidad, resulta como consecuencia de la redistribucion de los componentes de la
membrana durante la capacitacién (Kay y Robertson, 1998). El calcio y el AMPc son los factores
mas importantes en la regulacion de la hiperactivacion de los espermatozoides en los mamiferos
(Yanagimachi, 1994c, Ho y Suarez, 2001b). Bl Ca2+ es un elemento critico en el proceso de
convertir de simétrico a asimétrico el movimiento del flagelo espermético que es caracteristico de
la hiperactivacién (Suarez y col., 1991, Suarez y col., 1993, Yanagimachi, 1994c, Ho y Suarez,
2001b, Marquez y Suarez, 2007). La tedfilina y cafeina son metilxantinas que pueden causar una
acumulacion intracelular de AMPc, activar canales permeables al Ca2+ en la membrana
plasmética del espermatozoide, y han sido ampliamente utilizadas en tecnologias de
reproduccion asistida como estimulantes de la motilidad (Niwa y Ohgoda, 1988, Park y cal.,
1989a, Loughlin y Agarwal, 1992, Takahashi y First, 1993, Ho y Suarez, 2001a, Henkel y Schil,
2003, Mortimer y cal., 2013). Aungue la heparina por si sola puede alcanzar tasas de clivaje y
desarrollo embrionario similares a datos publicados previamente utilizando semen sexado (Lu y
col., 1999, Lu y Seidel, 2004), la adicion de cafeina y tedfilina mejoraron los resultados. Los
efectos sinérgicos de las xantines han sido observados en otros reportes (Niwa y Ohgoda, 1988,
Numabe y col., 2001, Kang y col., 2014). Una alta concentracion de cafeina (> 2.5 mVl) en el
medio de fecundacion durante todo el periodo de FIV ha mostrado efectos adversos en el
desarrollo enmorionario en bovinos (Bird y col., 1989, Momozawa y Fukuda, 2003). Por lo tanto,
un tiempo de incubacién corto (30 min) previo a la fecundacion podria evitar el efecto
potencialmente tdxico que las xantines pudieran provocar, especialmente luego de largos
periodos de fecundacion (>16 h). B agregado de cafeina y tedfilina no aumentd
significativamente la tasa de poliesperma (Tabla 3). En otros reportes, tasas normales de 2PN
fueron alcanzadas utilizando mezclas de tedfilina, D-penicilamina, hipotauring, y epinefrina
(PHE), asi como un incremento en el clivaje y el desarrollo embrionario (Kang y col., 2014). En
nuestro estudio, la cafeina y la tedfilina pueden haber aumentado la penetracion del semen
sexado al acortar el tiempo de fecundacion a través de un aumento en la unién de los ovocitos y
espermatozoides. Tal situacidn puede tener mas relevancia en condiciones de baja
concentracion espermética (gj., semen sexado comparado con semen convencional) y con
disminucién de la motilidad, ambos factores determinantes durante la fecundacion.

El tiempo de exposicidn durante la co-incubacion ovocitos-espermatozoides el tipo de medio de
fecundacion utilizado afectaron el dlivaje, la polispermia, el desarrollo embrionario, la calidad
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embrionaria y la tasa de eclosion. Usualmente, la fecundacion del complejo ovocito-cumulo en
bovinos con semen convencional no sexado toma entre 18-24 h, a concentraciones de 1-1,5 x
106 espermatozoides/mL (Rehman y col., 1994, Ward y col., 2002, Kochhar y col., 2003). Este
protocolo de trabajo ha sido ampliamente utilizado hasta ahora principalmente por la practicidad
de dejar co-incubando los ovocitos-espermatozoides durante la noche. Sin embargo, acortar €l
tiempo de la co-incubacién a 9-10 h podria resultar beneficioso al incrementar la tasa de dlivaje y
desarrollo de blastocitos (Ward y col., 2002, Kochhar y col., 2003). Tal flexibilidad con la duracion
de la fecundacion podria ayudar a las operaciones de laboratorios comerciales. Otros protocolos
de fecundacion reducen el tienpo de co-incubacion ain mas (<6h) e incrementan la
concentracion de espermatozoides drasticamente, hasta 6 x 106 espermatozoides/mL (Brackett y
Cliphant, 1975b, Nedanmbale y col., 2006a). Ambos escenarios, alta concentracion de
espermatozoides o tiempo de co-incubacion extendidos pueden resultar en liberacién de ROS
debido a un incremento en los espermatozoides muertos, lo que podria inducir al endurecimiento
de la zona pelicida y comprometer la tasa de fecundacion y la capacidad de desarrollo
embrionaria (Guerin y col., 2001, Kattera y Chen, 2003, Baker y Aitken, 2004, Dalvit y cal.,
2005b, Agarwal y col., 2006b, Enkhmaa y col., 2009, Lopes y col., 2010b, Tsunoda y col., 2013).
Nuestros resultados muestran gue el tiempo de co-incubacion prolongado resulté en una tasa de
clivaje significativamente mayor. No obstante, el desarrollo embrionario, la calidad de los
blastocitos y la capacidad de eclosion, no se vieron afectados en comparacion con el periodo de
fecundacion més corto (Tabla 4). Esta observacion coincide con reportes previos donde el clivaje
aumenta al aumentar el tiempo de exposicion ovocito-espermatozoide aunque el desarrollo
embrionario no fue afectado (Rehman y col., 1994, Ward y col., 2002, Barcelo-Fimbres y cal.,
2011). Sin embargo, otros resultados publicados muestran que acortar los tiempos de
fecundacion podria incrementar tanto la tasa de blastocitos (Kochhar y col., 2003, Nedambale y
col., 2006a) como su calidad, medido como la relacidén ente celular totales y del macizo celular
interno o disco embrionario (Nedambale y col., 20063, Berland y col., 2011). Esto podria ser
explicado por el hecho que se Utilizd bajas concentraciones de semen sexado (1 x 108/mL) en
lugar de semen convencional, el cual pudo haber tenido un comportamiento diferente durante la
fecundacion, su interaccion con los ovocitos y la subsecuente fusidn. Periodos de co-incubacion
ovocitos-espermatozoides prolongados (>18 h) podria incrementar las tasas de polispermia
(Long y col., 1994, Nedambale y col., 2006a, Barcelo-Fimbres y col., 2011), en concordancia con
nuestros resultados (Tabla 19).
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Un estudio reciente (Koyama y col., 2014b) demostré que los ovocitos bovinos adquieren su
maxima capacidad de desarrollo alrededor de las 12 hs después de alcanzar la maduracion
nuclear, es decir casi 30 hs después del inicio de la meduracion. Este hallazgo apoyaria €l
argumento que la co-incubacion de ovocitos y espermatozoides durante 8 hs puede lograr
resultados de clivaje aceptables. Nuestros resultados confirman esto parcialmente, lo Unico que
difirié significativamente al comparar la fecundacidn de 8 hs frente a 18 hs fue el clivaje, mientras
que se observd un ligero aumento en el clivaje y la formacion de blastocistos entre SOF-8h y
SOF-18h; lo inverso ocurria entre M199-8h y M199-18h (Tabla 18).

En el caso de fecundacion en humanos, la preferencia actual es exposicion corta con el
espermatozoide en contraste con el protocolo tradicional de co-incubacidn durante toda la noche
(Lin'y col., 2000, Kattera y Chen, 2003). Sin enmbargo, es una practica comin dejar un par de
capas de células del cimulo luego de un corto lavado y antes de poner los presuntos cigotos a
cultivar, cuando se utilizan protocolos de periodos de fecundacion cortos. Esto se debe
principalmente a que la remocidn de células del cimulo por pipeteo o agitacidn/vortex es dificil
cuando los ovocitos se encuentran en estadios tempranos de fecundacion. Entonces, es
probable que algunos espermatozoides permanezcan adheridos a la masa del cunmulo y penetre
el ovocito més tarde. En nuestro caso, los ovocitos y adn los cigotos fecundados por 8 hs fueron
completamente denudados por un tip plastico especialmente disefiado con un diametro intero
de 170 um, con el fin de asegurar la remocion completa de las células del cumulus.

El medio de fecundacion jugd un rol fundamental en el desermpefio general del clivaje, del
desarrallo a blastocitos, en la calidad enmorionaria, en la capacidad de eclosionar y ocurrencia de
polispermia. Cuando un medio de fecundacion apto para co-incubacion de ovocitos-
espermatozoides de duracion corta, tal como el Bracket-Oliphant (BO), fue extendido de 6 hs a
18 hs, la produccion de blastocitos cay6 de forma drastica, mientras que la polispermia aument6
en forma proporcional (Nedambale y col., 2006a). Del mismo modo, un medio de fecundacion
similar al utilizado en este estudio (IVF-M199) mostr6 no tener efectos adversos en la tasas de
clivaje y desarrollo embrionario luego de prolongar la co-incubacién a 18 hs. Aunque se llegbé ala
misma conclusion sobre el impacto del medio de fecundacion, MA99-FERT exhibio un
desermpefio menor en todos los indicadores (clivaje, polispermia, blastocitos, calidad embrionaria
y tasa de eclosion) al compararlo con el SOF-FERT. La diferencia principal entre M199-FERT y
SOF-FERT utilizado en este estudio son los antioxidantes, carbohidratos y aminoacidos. El
medio IVF-M199 arrojé mejores resultados que otros medios de fecundacidn tradicionales cono

159



BO, KSOM-FERT o TALP (Nedambale y col., 2006a) no solo en la tasa de clivaje tenprana (2
células), sino también en estadios avanzados de nlmero de células luego de la fecundacion (8
células), polispermia, formacion de blastocitos, nimero total de células, tasa de eclosion y
supervivencia post-descongelado luego de la vitrificacion. En un estudio reciente, utilizando
semen sexado, SOF-FERT y TALP-FERT mostraron una mejora significativa sobre M199-FERT
como medio de fecundacion en términos de tasa de clivaje, desarrallo de blastocitos, blastocitos
grado 1, tasa de eclosion, y células del macizo celular interno y trofectodermo (Ferré y cal.,
2016).

Es interesante que el M199-FERT no funciond tan bien como el SOF-FERT en el presente
estudio, ya que M199 contiene antioxidantes como glutation y &cido L-ascdrbico, los cuales faltan
en las formulaciones de los medios TALP-FERT y SOF-FERT (Nedambale y col., 2006a). Los
antioxidantes son importantes para mitigar la acumulacién de especies reactivas del oxigeno
(ROS) €l cual puede generar estrés oxidativo y dafar la funcion fisiolégico normal de los
espermatozoides (Bansal y Bilaspuri, 2011, Aitken y col., 2012), deterioran la matilidad de los
espermatozoides, afectan la integridad de menbrana y disminuyen la capacidad de penetracion
de los ovocitos (Chatterjee y Gagnon, 2001, Aitken y Henkel, 2011, Bansal y Bilaspuri, 2011,
Tsunoda y col., 2013). Los antioxidantes también contribuyen al mecanismo de defensa del
espermatozoide, comprometido por el proceso de congelacién-descongelacion, contra los
perdxidos de hidrégeno (Agarwal y col., 2006b, Bansal y Bilaspuri, 2011). Sin embargo, M199
también contiene glucosa (Parrish y col., 1989a) la cual puede interferir con la capacitacion del
espermatozoide, en la unidn espermatozoide y la zona pellicida, afectando la penetracion y por
ende, en la divisién tenmprana del cigoto y el posterior desarrollo embrionario. La hipétesis en el
presente estudio fue que, debido a que el M199 contiene antioxidantes, vitaminas, aminoacidos y
otros agentes protectores de las células, el desemperio del semen sexado (habiendo sido
sometido al procedimiento de citometria de flujo) podria ser mejorado y compensar cualquier
efecto potencialmente negativo de la glucosa; sin embargo, esto no sucedié.

Concluimos que agregar hiperactivadores de la motilidad tales como cafeina y tedfilina mejoraron
las tasas de clivaje y desarrollo embrionario sin aumentar la polispermia. También, periodos
cortos de co-incubacidn de ovocitos-espermatozoides resultan en tasas de desarrollo
embrionario similares a las obtenidas con intervalos mas prolongados (18 hs), facilitando la toma
de decisiones a la de elegir un protocolo de fecundacion. Ademés, los datos del presente estudio
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sugieren que el SOF-FERT aument6 el clivaje, la formacién de blastocitos, la calidad de los
embriones y las tasas de eclosion en comparacion con M199-FERT.

5.3. ESTUDIO 3: Efecto de diferentes configuraciones de mini-coloides de densidad en la
eficiencia de recyperacion y calidad de espermatozoides sexados Utilizando un analizador
Oe semen conmputarizado

Las pajuelas de semen sexado son usualmente preparadas a baja concentracion (~2,1 x106
espermatozoides/mL), y su costo es significativamente mayor que el semen convencional no
sexado del mismo toro. Para maximizar la eficiencia de uso del semen sexado en condiciones de
fecundacion in vitro, la seleccion de una técnica apropiada de separacion de espermatozoides es
esencial. La centrifugacion por densidad separa una fraccidn especifica del semen
descongelado. Esta fraccion esta enriquecida con espermatozoides, libre de plasma seminal,
agentes crioprotectores, restos celulares, desechos, células no matiles y bacterias, las que son
retenidas en la fraccidén superior (Avery y Greve, 1995, Parrish y col., 1995, Henkel y Schill,
2003). E presente estudio comparé diferentes capas de densidad de centrifugacion
(mono/continua y doble/discontinua) basado en su efecto sobre la tasa de recuperacion de
espermatozoides, viabilidad y multiples caracteristicas funcionales de los espermatozoides.
Gradientes dobles de Percoll® discontinuos de 45%/90% (Parrish y col., 1995) y triples de
30%/60%/90% (Cesari y col., 2006) ha sido ampliamente utilizados para preparar
espermatozoides para la fecundacion in vitro (Henkel y Schill, 2003, Mendes y col., 2003,
Samardzija y col., 2006a, Mortimer y Mortimer, 2013). La centrifugacién en mono-capas se
presentan como un método altemativo para enriquecer los eyaculados con espermatozoides
altamente motiles antes de la criopreservacion o enfriamiento, principalmente cuando éstos
tienen gran volumen (gj. verraco y padrillo) o cuando el eyaculado es de baja calidad (Gloria y
col., 2016). De esta forma, es posible mejorar su aplicacion comercial, al aumentar su eficacia,
para el mejoramiento animal (Morrell y cal., 2011a, Morrell y Wallgren, 2011).

La tasa de recuperacion obtenida con todos los coloides de densidad conbinados en el presente
estudio (54% * 2%), similar a lo encontrado por otros estudios (Rodriguez Villamil y col., 2012).
Cabe remarcar, que nuestros resultados muestran que la doble-capa de densidad mas popular
(45%490%) presentd la menor tasa de recuperacion (48% + 3%), mas aun, otros estudios
mencionan tasas de recuperacién ain mas bajas (30-45%) con Percoll®y BoviPure® (Lessley y
Garner, 1983, Parrishy col., 1995, Samardija y col., 2006, Samardzija y col., 2006a, Samardzija

161



y col., 2006b). Esta baja recuperacion no se limita solo a semen bovino sino que tarmbién ha sido
reportada en humanos (Claassens y col., 1998). Sorprendentemente, tasas de recuperacion de
espermatozoides muy bajas (<20%) seguido de la centrifugacion por coloides de densidad
pueden encontrarse también en la literatura cientifica (Machado y col., 2009). Diferencias en la
formulacion del coloide, la densidad elegida, nlimero de capas, procedimiento de armado de las
capas, condiciones de equilibrio, velocidad de centrifugacion, entre otros factores, pueden haber
contribuido a las variaciones entre los reportes publicados (Mortimer, 2000a, Henkel y Schill,
2003, Beydola y cal., 2013). La mayor tasa de recuperacion encontrada con la mono-capa de
densidad continua en comparacién con las dobles-capas discontinuas podria deberse a la
simplicidad y rapidez en su preparacion y ejecucion (Thys y col., 2009, Morrell y col., 2010,
Morrell y col., 2011b). Se requiere un mayor cuidado y precauciones adicionales cuando se
prepara dos o mas densidades de coloides en un tubo de 1.5 mL para preservar la interface
entre las capas. En consecuencia, cualquier grado de mezclado podria llegar a comprometer la
eficiencia del procedimiento de seleccion de espermatozoides.

En el presente estudio, la configuracion de densidad 40% continua mostré la tasa de
recuperacion mas alta, a pesar que también mostré la menor viabilidad, indicando que muchos
espermatozoides muertos pasaron a través de la columna. En contraste, la mono-capa de
densidad continua 80% demostro tener la mejor combinacion entre tasa de recuperacion y
viabilidad con espermatozoides sexados descongelados. Aunque otros autores no encontraron
diferencias significativas entre coloides de densidad sinples y dobles, mostraron que la
recuperacion de los sistemas sinples (cantidad total de espermatozoides, matilidad y motilidad
progresiva) y parametros de fecundacién in vitro (clivaje, formacidn de blastocitos y células
totales del embridn) mostraron resultados similares a los obtenidos de coloides de densidad
discontinuos (Thys y col., 2009) o swimup (Abrahamy col., 2016).

Debido a que el semen sexado puede llegar a presentar caracteristicas en el patrén de movilidad
diferentes al semen convencional, €l uso de protocolos de centrifugacidn con coloides de
densidad normalmente Uutilizados para semen convencional, pueden no ser completamente
adecuados para el semen sexado. La combinacidn de baja concentracion de espermatozoides
en las pajuelas comerciales y el patron de movimiento espermético alterado resultan en una
ineficiente sedimentacion espermética luego de la centrifugacion (DellAqua y col., 2006). En
consecuencia, si el nimero de espermatozoides sexados recuperados es bajo, la fecundacion de
los COCs a la concentracidén apropiada podria verse conmprometida; y por lo tanto, el nimero de
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ovocitos potencialmente fecundables verse reducido. La baja tasa de divaje y formacion de
blastocitos reportada (Merton y col., 1997, Lu y col., 1999, Zhang y col., 2003, Wilson y cal.,
2006, Palma y col., 2008, Barcelo-Fimbres y cal., 2011, Liu y col., 2015) pueden ser resultado de
la baja concentracién de espermatozoides obtenida luego de la seleccion por gradiente de
densidad. Por lo tanto, un volumen minimo de densidad de coloides y una alta velocidad de
centrifugacion podrian contribuir a mejorar la eficiencia de recuperacion post-centrifugado del
semen sexado (DellAquay col., 2006).

El patron de motilidad espermética es considerado como una de las principales caracteristicas
asociadas al andlisis de calidad del semen y su capacidad fecundante (Graham y Mocé, 2005,
Petrunkina y col., 2007, Rodriguez-Martinez, 2007b, Mocé y Graham, 2008, Sellemy coal., 2015,
Li y cal., 2016). Solo espermatozoides normales, motiles, no reaccionados y no contaminados
son Utiles para fecundar ovocitos in vitro. Varios reportes muestran que la motilidad espermética
y la motilidad progresiva mejoran luego de la centrifugacion por coloides de densidad (Mortimer,
1994, Rodriguez-Martinez y col., 1997, Mortimer, 2000a, Henkel y Schill, 2003, Samardzija y col.,
20064, Veznik y col., 2007). Los resultados del presente estudio apoyan esos resultados, donde
la motilidad mejoré especialmente con la centrifugacidn en mono-capa continua al 80% en
comparacion a la muestra no centrifugada (Tabla 4). Sin embargo, la motilidad progresiva no
difirié ente los grupos tratados y su contraparte no centrifugada. Los resultados de las variables
de motilidad CASA evaluadas (MOT, PMOT, VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, y LIN) son
coincidentes con los datos publicados previamente (Blondin y col., 2009, Carvalho y col., 2010,
Lenz y col., 2011), aunque en ninguna de estas publicaciones se realizaron andlisis de CASA
durante un periodo prolongado de tienmpo.

Resumiendo, la mono-capa de densidad continua al 80% resultd ser el método més efectivo en
términos de recuperacion de espermatozoides y viabilidad. Ademés, las caracteristicas
principales de matilidad se incrementaron 0 se mantuvieron elevadas durante el periodo
evaluado luego de la centrifugacidn con la mono-capa de densidad de coloide al 80% La mini-
capa continua a 80% pareceria ser una altemativa a la doble-capa discontinua (o
configuraciones mayores) para separar espermatozoides sexados motiles. Estos resultados
podrian ser importantes dado que las tasas de desarrollo embrionario con semen sexado en FIV
han reportado ser bajas (Lu y col., 1999, Lu y Seidel, 2004, Wilson y col., 2006, Blondin y col.,
2009, Bermejo-Alvarez y col., 2010a, Rodriguez Villamil y col., 2012, Trigal y col., 2012) o
similares (Zhang y col., 2003, Xu y cal., 2006, Peippo y col., 2010) cuando son comparadas con
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semen convencional no-sexado del mino toro. Investigaciones adicionales deberian focalizarse
en validar/correlacionar este resultado bajo un sistema de produccion de embriones in vitro a los
fines de maximizar la utilizacién de pajuelas y mejorar las tasas de produccion de blastocitos con
semen sexado.

Los resultados de este estudio presentan un protocolo dptimo para la separacion del semen
sexado que permitiria que mas owvocitos sean fecundados por pajuela de semen sexado
congelada/descongelada. Estas consideraciones son extremadamente importantes cuando se
utiliza semen sexado in vitro y cuando es esencial maximizar la eficiencia de recuperacion de
espermatozoides matiles.

6. CONCLUSIONES

6.1. ESTUDIO 1: Conmparacion de diferentes medios de fecundacion en un sisterma de
proauccion in vitro de embriones bovinos con semen sexado

Bl uso de semen sexado en PIVE ha mostrado resultados variables debido a la escasa
informacidn disponible sobre las condiciones adecuadas durante la fecundacion in vitro con
semen sexado. El medio de fecundacidn afecto la tasa de clivaje, desarrollo embrionario, calidad
y capacidad de eclosion. Los medios SOF-FERT y TALP-FERT produjeron significativamente
mas enbriones y de mas alta calidad que el M199-FERT.

6.2. ESTUDIO 2: Efecto de factores hiperactivadores de la motilidad espermtica y duracion de
la co-incubacion de gametas sobre el desarrollo de embriones bovinos proaucidos in vitro
utilizando sermen sexado

El agregado de hiperactivadores de la matilidad, tales como cafeina y tedfilina, mejoraron las
tasas de dlivaje y desarrallo embrionario sin aumentar la polispermia. También, periodos cortos
de co-incubacién de ovocitos-espermatozoides resultan en tasas de desarrollo embrionario
simlares a las obtenidas con intervalos mas prolongados (18 hs), facilitando la toma de
decisiones a la de elegir un protocolo de fecundacion. Ademas, los datos del presente estudio
sugieren que el SOF-FERT aument6 el clivaje, la formacién de blastocitos, la calidad de los
embriones y las tasas de eclosion en comparacion con M199-FERT.
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6.3. ESTUDIO 3: Efecto de diferentes configuraciones de mini-coloides de densidad en la
eficiencia de recyperacion y calidad de espermatozoides sexados Utilizando un analizador
Oe semen conmputarizado

La optimizacion del procedimiento de separacion y limpieza del semen sexado congelado podria
permitir que mas ovocitos sean fecundados por pajuela de semen sexado descongelada. Estas
consideraciones son extremadamente importantes cuando se utiliza semen sexado en
fecundacion in vitro, y cuando es esencial maximizar la eficiencia de recuperacion de
espermatozoides. La mono-capa de densidad continua al 80% resultd ser el método mas efectivo
en términos de recuperacion de espermatozoides y viabilidad. Ademés, las caracteristicas
principales de motilidad se incrementaron 0 se mantuvieron elevadas durante el periodo
evaluado luego de la centrifugacidn con la mono-capa de densidad de coloide al 80% La mini-
capa continua a 80% pareceria ser una altemativa a la doble-capa discontinua (o
configuraciones mayores) para separar espermatozoides sexados matiles.

7. CONCLUSIONES GENERALES

Los diferentes medios de fecundacion utilizados con semen sexado afectaron la tasa de clivaje y
desarrollo embrionario, como asi tanbién la calidad embrionaria y capacidad de eclosion. Los
medios de fecundacion SOF-FERT y TALP-FERT produjeron mas embriones y de mejor calidad
que M199-FERT. Los hiperactivadores de la notilidad, como CA 'y TH mejoraron las tasas de
clivaje y desarrollo embrionario, sin aumentar la polispermia, y el acortamiento de la co-
incubacion espermatozoide-ovocito resultd con similar desermpefio en produccion enmbrionaria en
comparacion al intervalo prolongado (18 hs). La mono-capa de densidad continua al 80% resultd
ser un protocolo Gptimo para la separacion del semen sexado que permitiria gue mas ovocitos
sean fecundados por pajuela de semen sexado congelada/descongelada. Estas consideraciones
son extremadamente importantes cuando se Utiliza semen sexado in vitro y cuando es esencial
maximizar la eficiencia de recuperacion de espermatozoides mdtiles. El semen sexado separado
mediante la mono-capa de densidad continua al 80% recupera la mayor cantidad de
espermatozoides matiles y viables, y la fecundacidn in vitro en SOF-FERT en presencia de
agentes hiperactivadores de la matilidad (cafeina y tedfilina) produce la mayor cantidad de
embriones y de la més alta calidad.
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