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Resumen

Estudios reportan que la adicién de acido linoleico en los medios de producciéon
de embriones bovinos in vitro, mejora su resistencia a la congelacion
convencional. En este estudio se evaludé el efecto en la supervivencia de
embriones bovinos in vitro a la congelacion, mediante la adiciobn de acido
linoleico (LA) en el medio de cultivo los dias 3 o0 5. Un total de 1452 oocitos
fueron recuperados y asignados a 4 grupos experimentales y un grupo control.
Se realizaron seis réplicas, para obtener aproximadamente 100 embriones
congelables por grupo. Grupo 1: 100 uM en Dia 3, grupo 2: 50 uM en Dia 3,
grupo 3: 100 uM en Dia 5, grupo 4: 50 [IM en Dia 5. Los embriones se
congelaron y a la semana fueron descongelados para evaluar los porcentajes
de re-expansion (24 h) y de eclosion (72 h). Los resultados fueron analizados
mediante ANOVA y cuando las diferencias fueron significativas, se compararon
las medias entre los grupos por el Test LSD de Fischer (p < 0.05). Se observé
que el porcentaje de re-expansion mejoré significativamente con la adicion de
50 uM de LA en el Dia 5 (54.94 = 28.8 vs. 19.19 + 28.4, p = 0.001) y el
porcentaje de eclosion con la adicion de 50 uM de LA en el Dia 3 (37.9 + 18.3
vs. 9.02 = 12.0, p = 0.014), cuando se compardé con el grupo control. En
conclusion, la adicibn de acido linoleico mejora la supervivencia a la
congelaciéon de los embriones bovinos producidos mediante técnicas in vitro.
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Abstract

Studies report that the addition of linoleic acid to bovine embryo production
media in vitro improves its resistance to conventional freezing. In this study
the effect on survival of in vitro bovine embryos under freezing was evaluated
by the addition of linoleic acid (LA) in the culture medium on days 3 or 5. A
total of 1452 oocytes were recovered and assigned to 4 experimental groups
and a control group. Six replicates were made to obtain approximately 100
freeze-thawed embryos per group. Group 1: 100 ym on Day 3, group 2: 50 ym
on Day 3, group 3: 100 [IM on Day 5, group 4: 50 yM on Day 5. The embryos
were frozen and one week after they were thawed to evaluate the percentages
of re-expansion (24 h) and hatching (72 h). The results were analyzed by
ANOVA and when the differences were significant, the means between the
groups were compared by Fischer's LSD Test (p <0.05). It was observed that
the percentage of re-expansion was significantly improved with the addition of
50 UM LA on Day 5 (54.94 = 28.8 vs. 19.19 = 28.4, p = 0.001) and the
percentage of hatching with the addition of 50 uM of LA at day 3 (37.9 = 18.3
vs. 9.02 £ 12.0, p = 0.014), when them were compared with the control
group. In conclusion, the addition of linoleic acid improves the survival to
freezing of bovine embryos produced by in vitro techniques.

Key words: embryos, in vitro, culture, linoleic acid

Introduccién

Los fosfolipidos son moléculas de caracteristicas anfipaticas que forman
parte de las membranas celulares, favoreciendo las funciones bioldgicas en el
crecimiento, maduracion y funcionamiento de las células (Tamargo-Santos et
al., 2011).

Los acidos grasos y el colesterol son esenciales en la sintesis de hormonas
como: estrégenos, progesterona y prostaglandinas, influyendo en el desarrollo
ovérico al incrementar el numero o diametro de los foliculos (Piccinato et al.,
2010; Jahanian et al., 2013). Los lipidos que contienen acidos grasos
insaturados son susceptibles al estrés oxidativo, produciéndose la peroxidacion
lipidica, que ocasiona pérdida de fluidez y funciones de las membranas,
inactivacion de receptores y enzimas unidas a membranas, aumento de la
permeabilidad i6nica y ocasionalmente ruptura de membrana y muerte celular
(Gutteridge, 1995).

El LA es un acido graso poli-insaturado y esencial de la serie omega 6, cuya
formula molecular es C1gH3,0,. Es el acido graso insaturado mas abundante en
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el fluido folicular (Zeron et al., 2002) y se ha empleado como aditivo
crioprotector en embriones bovinos con efectos favorables (Imai et al., 1997).

Los CLA (Acido linoleico conjugado) son un grupo de isémeros del acido
linéleico, han demostrado actividad antilipogénica, especialmente el trans-10,
cis-12 (Evans et al., 2002). Son potentes inhibidores de la glucélisis y la
lipogénesis de novo, a través de la regulacion de los genes glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), L-Piruvato quinasa (PK-L), acido graso sintetasa
(FAS) y acetil-CoA carboxilasa (ACC) (Dentin et al., 2005).

Los CLA se ha empleado en las dietas bovinas y en la suplementacion de
los medios de cultivo in vitro Bovino, para mejorar la supervivencia
embrionaria ya que altera la composiciéon lipidica de la membrana celular,
inhibiendo la sintesis lipidica y regulando la expresion de genes que involucran
la sintesis de acidos grasos y triglicéridos (Bailey et al., 2015).

En estudios se ha reportado que el CLA adicionado al medio de cultivo
(CI1V), junto con antioxidantes como el Glutatiéon (GSH) y el LJ-mercaptoetanol,
previno la oxidacion de los acidos grasos, disminuy6 el didmetro de las gotas
lipidicas y la deposicion citoplasmatica de lipidos e increment6 la calidad de los
blastocitos y la supervivencia de los embriones después de la criopreservacion
(Pereira et al., 2007; Pereira et al, 2008).

En este estudio se hipotetiz6 que un medio de CIV de tipo secuencial al ser
suplementado con acido linoleico, incrementa la supervivencia a la congelacion
de los embriones bovinos producidos in vitro. El objetivo de este trabajo
consistié en evaluar el efecto de la adicion de acido linoleico en el medio de
CIV de embriones bovinos in vitro, criopreservados con etilenglicol (EG).

Materiales y métodos
Recuperacion de oocitos y maduracion in vitro (MIV)

Los complejos cumulos-oocitos (COC) se obtuvieron de la punciéon de
ovarios de frigorifico y fueron aspirados de foliculos de 2 a 13 mm de diametro
empleando jeringas BD (Becton Dickison, USA) de 5 ml con agujas BD (19 G).
El fluido folicular obtenido se coloc6 en tubos Falcon de 50 ml (Falcon, USA) y
se dej6 reposando hasta la visualizacion del pellet formado por los COC que
decantaron, estos se extrajeron con pipeta pasteur (BRAND, USA) y se
colocaron en placa de 90 mm (Delta Lab, Espafia), para la busqueda de los
mismos con ayuda de lupa estereoscopica (Nikon SMZ645, Nikon, Japdén). Se
seleccionaron los COC grado I, Il y Ill (Hasler et al., 1995), se lavaron en tres
gotas de 100 yM de medio TCM-199 Hank™s (GIBCO, Life Technologies,
Burlington, ON) suplementado con 2.5 mg/ml de piruvato de sodio, 50 ug/mi
de gentamicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 10% de suero fetal
bovino (SFB: GIBCO, Life Technologies, Burlington, ON), el cual fue calentado
previamente a 38.8 °C y luego en una gota de 100 M de medio MIV, el cual
3
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fue preparado de la siguiente forma: medio TCM-199 con sales de Earl
(GIBCO, Life Technologies, Burlington, ON), 10 pl/ml de hormona foliculo-
estimulante recombinante humana (FSH-rh, Gonal-f, Merck, USA.), 2.5 mg/ml
de piruvato de sodio, 50 pg/ml de gentamicina, 100 ng/ml de factor de
crecimiento epidermal (EGF: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 100 M de
Cisteamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 1 % de suero fetal bovino
(SFB, GIBCO, Life Technologies, Burlington, ON), equilibrado a 38.8 ©C con
una atmosfera de 5.5% CO..

Los COC obtenidos (n = 1452) fueron puestos a madurar en placas de petri
de 35 mm (Corning ®, USA), mediante la metodologia de micro-gota y
cubiertas con aceite mineral , se colocaron 20 oocitos por gota de 90 LIl de
medio MIV. Una vez colocados todos los oocitos en las respectivas gotas, las
placas fueron puestas en incubadora a 38.8 °C y 5.5% de CO,, el tiempo de
maduracion fue de 24 h.

Separaciéon espematica y fertilizacion in vitro (FIV)

Para la fertilizacion de los ovocitos se empleé semen convencional de toros
con fertilidad comprobada. Las pajuelas de 0.5 ml, se descongelaron 10
segundos al aire y 30 segundos en bafio maria a 37 °C. Para su seleccion y
capacitacion se empled el sistema de gradientes de minipercoll de densidad
creciente (45%-90% v/v), cada columna con un volumen de 200 [lI,
previamente calentado a 38.8 ©C. EIl contenido de la pajuela se coloc6 en la
parte superior del gradiente y se centrifugd a 4000 rpm durante 8 min.
(Centrifuga Arcano 90-2, Arcano, Argentina), el pellet resultante se
resuspendié6 en 1 ml de IVF-SOF, previamente equilibrado a 38.8 °C y
atmoésfera de CO;, al 5.5 % y se procedié a una segunda centrifugaciéon a 1200
rpom durante 5 min, posteriormente se retiré el sobrenadante, dejando sélo el
pellet formado.

Luego con el pellet formado se realizé el conteo de espermatozoides (Spz)
en camara de Neubauer (Boeco, Hamburg, Alemania) para determinar la
concentracion espermatica, mediante una dilucibn en agua de 1/20.
Establecida la concentracion se procedié a fertilizar los ovocitos con una dosis
de 1.5 x 10 ° spz/ml.

Pasadas 24 h de maduracion, los COC fueron lavados en tres gotas de
100 ul de IVF-SOF y depositados en placas de cultivo de 35 mm (Corning,
USA) en microgotas con un volumen de 50 ul de IVF-SOF vy cubiertas con
aceite mineral. La co-incubacién de los espermatozoides con los COC fue de
18-24 h a 38.8 °C y 5.5% de CO,.

El medio de FIV (IVF-SOF) fue preparado con: NaCl: 315 mg, KCI: 26.8 mg,
KH2PO4: 2 mg, NaHCO3z: 105 mg, Penicillin: 3.25 mg, C3H3zO3Na: 2.75 mg,
BSA-FAF: 400 mg, CgH1206: 4.5 mg, CaCl,, H,O: 12.6 mg, C3sHsOzNa (Sirupe
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60%): 23.5 ul, Heparina: 50 pug/ml y agua ultrapura cps: 50 ml; todos los
reactivos empleados fueron Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Cultivo in vitro (CIV)

Pasadas las 18-24 h del proceso FIV, se procedi6 a desnudar
mecanicamente los presuntos cigotos con micropipeta de 100 ul y se lavaron
en cuatro gotas de 100 ul de medio SOF-Citrato, el cual fue preparado con:
NaCl: 314,5 mg, KCI: 26,5 mg, KH;PO4: 8,1 mg, MgSO4.7H,O: 9,1 mg,
NaHCO3: 105 mg, Gentamicina: 2,5 mg, CsHzOszNa: 4 mg, BSA-FAF: 150 mg,
BME: 1,5 ml, MEM: 0,5 ml, CsH;oN2O3: 2,5 mg, HEPES libre de acido: 60 mg,
CeHsNazO7: 5 mg, Myo-inositol: 25 mg, HEPES Sal de Sodio: 65 mg, CaCl;.
H,O: 13, 1 mg, C3HsO3Na (Sirupe al 60%): 15 ul y Agua ultrapura cps: 50 ml,
todos los reactivos empleados fueron Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El
medio no se suplementé con SFB y fue previamente equilibrado a 38.8 °C y en
atmosfera de 5.5 % CO, y 7% Os.

Los presuntos cigotos se trabajaron en cuatro grupos experimentales y un
grupo control. Se realizaron seis réplicas, para obtener aproximadamente 100

embriones congelables por grupo. Grupo 1. Adicién de 100 uM de LA (L1012,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en el Dia 3. Grupo 2. Adicién de 50 uM de
LA en el Dia 3. Grupo 3. Adicion de 100 uM de LA en el Dia 5. Grupo 4.
Adicién de 50 uM de LA en el Dia 5.

Las estructuras desnudadas se colocaron en placas de cultivo de 35 mm, en
gotas de 90 ul de medio SOF-Citrato cubiertas con aceite mineral, de acuerdo a
los grupos se realiz6 feeding (cambio del 50% de medio) con el medio
correspondiente en los Dias 3 0 5.

El porcentaje de clivaje (conteo de estructuras con division celular) se
evalué el Dia 3, visualizando por medio de lupa estereoscopica la presencia de
dos o mas células. En el Dia 7, la produccién embrionaria fue evaluada, por
observacién de la cantidad de blastocitos.

Criopreservacion de embriones

Los blastocitos grado | (Dia 7 del CIV) fueron lavados en tres gotas de 100
LIl de SOF-Citrato (para retirar el aceite proveniente de las placas de cultivo),
se expusieron durante 5 min. en EG 1.5 M (Vigro Ethylene Glycol, Vetoquinol,
USA) y se cargaron 10 embriones del mismo grupo, en pajuelas de 0.25 ml.
Una vez las pajuelas estuvieron cargadas y selladas, se colocaron en una
congeladora Freeze Control 5500 (Cryologic, Australia) a — 6.5 °C, pasados 2
min. se realiz6 el seeding (induccion de la cristalizacion), y luego de 10
minutos de estabilizacion se inicié la curva de congelamiento a una velocidad
de 0.6 °C /min. Al culminar la curva de congelamiento, es decir a los — 35 °C,
las pajuelas se almacenaron en un termo con N, (nitrégeno) liquido por un
tiempo minimo de una semana.
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Proceso de descongelado de embriones

Para evaluar la resistencia de los embriones a la criopreservacion, se
tomaron las pajuelas almacenadas en N, liquido; se descongelaron, dejandolas
10 segundos al aire y 20 segundos en bafio maria a 37 ©°C. Los embriones
descongelados se depositaron en una placa de Petri y luego fueron lavados con
SOF-Citrato, posteriormente puestos en CIV en este mismo medio mediante la
técnica de microgota. Finalmente se procedid a la evaluacion de re-expansion a
las 24 h y de eclosién a los 72 h.

Analisis estadistico

Los porcentajes de clivaje, produccion de embriones, re-expansion y
eclosiéon, fueron analizados mediante ANOVA y cuando las diferencias fueron
significativas, se compararon las medias entre los grupos por el Test LSD de
Fischer (p < 0.05). El analisis estadistico del experimento fue realizado
utilizando el programa Stata MP — 64.

Resultados

En este estudio la adicion de LA mostré una influencia positiva sobre el
desarrollo embrionario de todos los grupos experimentales, al encontrarse
diferencia significativa (Ver Grafico No. 1). Siendo mas favorable al ser
adicionado en Dia 3, en las concentraciones estudiadas, tanto en el porcentaje
de clivaje como en el porcentaje de embriones. Los valores de p obtenidos (en
Dia 3), para los porcentajes de clivaje fueron: en concentracion de 100 yM
(0.036) y en concentracion de 50 yM (0.022); para los porcentajes de
embriones fueron: en concentracion de 100 M (0.014) y en concentracion de

50 uM (0.034).

La adicion de LA ejercié un efecto protector al aumentar numéricamente la
cantidad de embriones re-expandidos y eclosionados con respecto al control,
encontrandose diferencia significativa. El porcentaje de re-expansion fue
mejor al emplear LA en Dia 5 en concentracion de 50 yM (p = 0.001) y el
porcentaje de eclosion en Dia 3 en concentracion de 50 [LIM (p = 0 0.014)
(Ver Grafico No.2).
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Gréafico No. 1. Produccion de embriones con adicion de LA en el medio CIV.
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Grafico No. 2. Sobrevida de embriones tratados en CIV con LA.
Discusion

En este estudio se acepto la hipétesis planteada, un medio de CIV de tipo
secuencial al ser suplementado con LA, incrementa la supervivencia a la
congelaciéon de los embriones bovinos producidos in vitro.
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Imai et al., (1997), reportaron que el acido linoleico-albumina (ALA) al ser
empleado como aditivo crioprotector, presenté efectos favorables en la
supervivencia de embriones bovinos después de congelaciéon. Esto pudo ser
atribuido al incremento en la fluidez de la membrana, debido a la incorporacion
directa del ALA en la bicapa lipidica y deplecion del colesterol de membrana.
Bailey et al., (2015) reportaron que la disminucidon en la criotolerancia de
ovocitos y embriones se asoci6 con un mayor contenido de lipidos
citoplasmaticos. Estudios previos en vacas han demostrado que la
modificacion nutricional inducida de los componentes foliculares, identificando
al trans-10, cis-12 acido linoleico conjugado (CLA) como un potente inhibidor
de la sintesis de grasa en la leche en vacas lactantes y su inclusion en el medio
de cultivo mejoré la supervivencia del embrién después de la descongelaciéon
(Bailey et al., 2015). Pereira et al., (2014) reportaron también sensibilidad al
congelado de embriones de Bos Indicus y sus cruces, debido a la acumulacion
de lipidos neutros en el citoplasma. Ademas, informaron que el cultivo de
cigotos en CR2aa (medio de Rosenkranks y First) con 100 m/L de CLA no tuvo
efecto sobre las tasas de clivaje, producciébn embrionaria y en los niveles de
genes mM-RNA relacionados con el estrés celular y apoptosis. Pero si un
aumento significativo en la tasa de re-expansion comparado con el control,
mas no en eclosion. La suplementacion con CLA disminuy6 el contenido de
lipidos neutros al afectar la sintesis de triglicéridos mediante la reduccion de la
expresion génica de 1l-acilglicerol, 3-fosfato o-aciltransferasa (AGPAT).
Mientras que en este estudio el LA si tuvo efectos sobre el clivaje y la
produccién embrionaria, hay que tener en cuenta que la calidad de los oocitos
trabajados pudo influir en los resultados.

Al &cido linoleico, sobre todo a sus isbmeros, en particular el CLA, se le
atribuye disminuir la deposicion citoplasméatica de lipidos, demostrando
actividad antilopogénica (Evans et al., 2002; Pereira et al, 2007 y 2008).
Pereira et al., (2008) reportaron que los CLA en embriones bovinos in vitro,
disminuyeron el didmetro de las gotas lipidicas mejorando la crioresistencia.

Accorsi et al., (2016) estudiaron el efecto de la adiciéon de LA a un medio
CIV semidefinido en concentracién 100 uM con adicion de BSA, reportando una
reduccién en la tasa de desarrollo embrionario con respecto al control (p <
0.05); pero influyendo positivamente en el descenso del contenido lipidico
intracelular, aumentando consecuentemente la supervivencia embrionaria
luego de 24 h post-congelacién y no afectando el numero total de células por
embrién. ElI mejoramiento en la supervivencia embrionaria se pudo
fundamentar en que los acidos grasos actuaréon modificando la composicién de
los lipidos de la membranas embrionarias, influyendo en su fluidez (Accorsi et
al., 2016).

Los resultados de este trabajo aunque son consecuentes con el obtenido por
Accorsi et al., (2016), con respecto a la sobrevida embrionaria después de la
congelacién, no presenté el mismo comportamiento en cuanto al desarrollo
embrionario, es asi que se recomendaria realizar mas estudios para ver el
comportamiento del LA sobre el desarrollo embrionario.
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Los acidos grasos poli-insaturados son potentes inhibidores de la glucdlisis
y lipogénesis de novo, a través de la regulacion de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), L-Piruvato quinasa (PK-L), acido graso sintetasa
(FAS) y acetil-CoA carboxilasa (ACC) (Dentin et al., 2005). ElI mecanismo por
el cual el CLA afecta la acumulacion de lipidos en el embrion es por una
reduccién en la incorporacion y/o ensamblaje de los triglicéridos antes que por
inhibicion de la sintesis de novo (Pereira et al., 2014), esto también podria ser
planteado para el LA.

Estudios en humanos han empleado acidos grasos C*3, en horas posteriores
al cultivo (cuando el embrién cuenta con 8 células o mas), concluyendo que el
LA es mas importante en los estadios finales de desenvolvimiento; debido a
que estimula la proteina Kinasa C, que es critica en el crecimiento y
diferenciacion celular (Haggarty et al., 2006, Accorsi et al., 2016). Estos
acidos grasos no son empleados en estadios iniciales de desarrollo (menos de
4 células), ya que en estas etapas los embriones poseen mayores
concentraciones de acidos grasos insaturados (Haggarty et. al., 2006).

De acuerdo a los resultados de este trabajo, se concluy6 que el LA favorece
la supervivencia a la congelacién del embrién bovino, obtenido por técnicas in
vitro.
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