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REVISION BIBLIOGRAFICA

Produccion in vitro de embriones bovinos: suplementacion
de los medios de cultivo con suero

In vitro production of bovine embryos: serum supplementation to the culture media

N Muccit, J F Allerl, G G Kaiser?, F Hozbor?, R H Alberio!

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Estacion Experimental Balcarce, Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduc
cién, Balcarce, Argentina.

SUMMARY

Techniques for producing bovine preimplantation embryos by in vitro maturation and fertilization, offers the potential for a lar
number of embryos at low cost to be used for basic scientific research (embryo development, transgenesis, cloning) or for commerc
purposes. Embryo culture conditions can influence in vitro embryo development significantly, provoking deviations responsible |
low quality compared with in vivo counterparts. In particular, serum supplementation alters both embryo morphology and qual
and eliminating serum from the media could be beneficial to produce good quality embryos for cryopreservation and embryo transf
The objectives of this review are to describe the general aspects of invitro embryo culture and summerize some hypotheses about t

way serum could alter embryo development and quality.
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INTRODUCCION

Durante muchos afios se ha trabajado buscando re-
producir artificialmente los eventos de la maduracién y
fertilizacién ovocitaria, y el desarrollo embrionario tem-
prano. Asi, lo que en principio sélo tenia fines de inves-
tigacion, en los dltimos afios se ha comenzado a utilizar
con propositos comerciales.

Los resultados de produccién in vitro de embriones
en distintas especies fueron mejorando significativamente
amedida que avanzaron los conocimientos acerca de sus
requerimientos. Para ello, fue necesario transformar los
medios de cultivo primitivos, muy complejos y suple-
mentados frecuentemente con suero, en medios mas de-
finidos, en los cuales cada uno de sus componentes pu-
diera ser estudiado en funcion del efecto que genera sobre
el desarrollo embrionario, su sobrevida poscrio-
preservacion, la tasa de gestacion y el porcentaje de crias
viables.

SISTEMA DE PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES. El
proceso de produccién in vitro de embriones bovinos
puede dividirse en tres pasos fundamentales, los cuales,
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independientemente del protocolo utilizado, en ord
cronolégico son: Maduracién de ovocitos, Fecundaci
de ovocitos maduros, Cultivo de embriones.

Estos tres pasos, comprenden una compleja serie
procesos fisiolégicos, muchos de los cuales son atn de
conocidos, condicionando cada uno per se el éxito o
fracaso del siguiente. Luego de la maduraci6n in vitr
aproximadamente el 90% de los ovocitos inmaduros puc
tos a cultivar, alcanzan la metafase II y expulsan el p
mer cuerpo polar entre las 16 y 24 hs de comenzada
maduracién. De estos, aproximadamente el 80% es f
cundado y comienzan a dividirse, al menos, hasta el ¢
tadio de 2 a 4 células. Sin embargo, s6lo un 25-40%
canza el estadio de blastocisto (B) o blastocisto expandi
(Bex) luego del cultivo durante 6-7 dias. Esto indica q
el cultivo embrionario, correspondiente al paso mds pr
longado dentro del proceso de produccién in vitro, es
periodo en el que se establece el mayor porcentajes
pérdidas del sistema. A su vez, durante esta etapa,
define en gran medida la calidad de los embriones obf
nidos (Enrigh y col 2000, Rizos y col 2002, Galli y ¢
2003, Lonergan y col 2003, Lonergan y col 2004).

CULTIVO EMBRIONARIO

Componentes de los medios de cultivo: parametr
biofisicos y elementos inorgénicos. Varios autor
(Menezo y Khatchadourian 1991, Palasz 1996) coin
den en que los pardmetros biofisicos y los element
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inorgdnicos mds importantes a controlar en los medios

de cultivo embrionario son los siguientes:

e Osmolaridad. Teniendo en cuenta los valores obser-
vados en las secreciones uterinas, podria asumirse que
lo éptimo seria 280 + 20 mOsm/Kg. Sin embargo,
existe evidencia que indica que valores de alrededor
de 245 mOsm/Kg favorecerian el desarrollo embrio-
nario (Duque y col 2003)>.

» pH. La mayoria de los embriones de mamiferos cul-
tivados invitro desarrollan en pH neutro o ligeramente
alcalino, encontrandose los mejores resultados entre
7,2y17,6.

» CO,y O,. La fase gaseosa mas utilizada es aquella
compuesta por 5% CO, en aire para la maduracién
ovocitaria y fertilizacion, y 5% O,, 90% N, y 5% CO,
para el desarrollo embrionario. Estas son similares a
las registradas en el oviducto de algunas hembras ma-
miferas.

» El fluido oviductal bovino y ovino se caracteriza por
bajos niveles de Na y altos niveles de K, comparados
con los niveles plasmaticos. Estos dos elementos son
cuidadosamente balanceados al formular los medios
de cultivo, asi como: magnesio, calcio, bicarbonato,
sulfatos y fosfatos.

» Elaguaesel componente que participa en mayor pro-
porcioén en la formulacién de cualquier medio de cul-
tivo y su grado de pureza estd fuertemente relaciona-
do con el desarrollo embrionario (Marquant-
Leguienne y Humblot 1998). Las fuentes de agua uti-
lizadas han sido el agua de lluvia, la obtenida por su-
cesivas destilaciones (Boone y Shapiro 1990), o ac-
tualmente la producida por sistemas de purificacion
que utilizan el principio de dsmosis reversa. En estos
dltimos equipos, el grado de pureza del agua puede
ser controlado mediante la determinacion de su resis-
tencia al paso de la corriente eléctrica (cuanto mayor
sea esta, mayor serd su pureza). La mayor resistencia
ofrecida es 18,3 megaohms-cm a 25°C.

Elementos organicos. Actualmente, existe una gran can-
tidad de informacién, no siempre coincidente, referida al
efecto de ciertas hormonas, factores de crecimiento y
compuestos macromoleculares, sobre el desarrollo em-
brionario. Sin embargo, dos componentes son constan-
tes en las formulaciones finales de los medios de cultivo
utilizados corrientemente en la produccién in vitro de
embriones. Estos son:

I. FUENTE DE ENERGIA. Las fuentes de energia mas uti-
lizadas en los medios de cultivo de embriones son, en
general, el lactato, el piruvato y la glucosa (Palasz 1996).

Se ha demostrado que durante los primeros estadios,
antes de la activacién del genoma embrionario, los em-
briones utilizan preferentemente piruvato, lactato y
glutamina como fuente de energia, aumentando conside-
rablemente la utilizacion de glucosa en estadios mas avan-

zados de desarrollo (Reiger y col 1992, Gardner 1998,
Krisher y Bavister 1998, Lane y Gardner 2000,
Thompson, 2000).

La falta de utilizacién de la glucosa durante los pri-
meros estadios estaria dada por la falta de actividad de la
enzima fosfofructoquinasa (Gardner 1998). Esta enzima
acelera la glucdlisis catalizando la formacién de fructosa
1-6 bifosfato a partir de fructosa 6 fosfato, y se encuen-
tra controlada alostéricamente por el cociente ATP-ADP,
particularmente alto en este periodo (Gardner 1998). En
esta etapa, la adicion de glucosa a los medios de cultivos
no solamente no seria aprovechada, sino que, a su vez,
generaria un efecto inhibitorio sobre el desarrollo em-
brionario (Takahashi y First 1992). Sin embargo, en em-
briones bovinos a partir del estadio de 8-16 células
(Rieger y col 1992) y en respuesta a una alta demanda de
energia necesaria para la compactacion, y la formacién y
expansion del blastocele (Gardner 1998), el cociente
ATP-ADP podria disminuir, y con ello, la inhibicién ejer-
cida sobre la enzima mencionada, con lo cual aumenta-
ria el consumo de glucosa. Este metabolito también par-
ticipa en la sintesis de precursores de dcidos nucleicos y
de lipidos (Gardner y Lane 1998) y su disponibilidad seria
importante durante la eclosion fuera de la zona peliicida
(Menezo y Khatchadourian 1991).

Con respecto a los lipidos, poco se sabe acerca de la
importancia que tendrian en la produccién de energia
durante el desarrollo embrionario temprano (Thompson
2000). Sin embargo, en los udltimos afios se ha debatido
la posibilidad de mejorar la viabilidad de los embriones
criopreservados a través de la adicion de ciertos compo-
nentes lipidicos a los medios de cultivo, especificamente
acido linoleico no como fuente energética, sino como
fluidificador de las membranas plasmaticas (Imai y col
1997, Hochi y col 1999).

II. FUENTE DE PROTEINA

Aminoéacidos. Varios autores (Gardner y Lane 1998, Lee
y col 2004) indicaron que los aminodcidos se encuentran
dentro de los elementos mds importantes como partici-
pantes de la regulacién del desarrollo embrionario. Es-
tos elementos serian utilizados como fuente de energia,
como buffer intracelular (Edwars y col 1998) y para la
sintesis de proteinas, siendo incorporados por transpor-
tadores de membrana especificos regulados en funcién
del estadio de desarrollo o en respuesta a sefiales exter-
nas (Van Winkle 2001).

Se ha demostrado que los aminoacidos no esencia-
les favorecerian el desarrollo en estadios tempranos,
mientras que los esenciales harian lo mismo en embrio-
nes de mas de ocho células (Gardner 1998, Thompson
2000, Van Winkle 2001). Este cambio en la utilizacion
de aminodcidos, pareciera deberse a requerimientos es-
pecificos de las células embrionarias, en donde las cé-
lulas trofoblasticas, que dan origen a la placenta fetal,



utilizarian aminodcidos no esenciales y glutamina, mien-
tras que las de la masa celular interna, que originan al
feto, tendrian preferencia por los esenciales (Gardner y
Lane 1998).

Macromoléculas. Usualmente se agrega suero bovino
y/o albimina sérica bovina (BSA) como fuente de pro-
teinas a los medios de cultivo embrionario (Wang y col
1997), aunque los resultados obtenidos tanto en produc-
cién como en sobrevida poscriopreservacion tras su in-
clusién son contradictorios y motivo de numerosos
estudios.

El suero constituye la fraccion liquida resultante del
proceso de coagulacién sanguinea, tanto in vivo como in
vitro, y su calidad, en términos de composicion quimica,
depende usualmente del tipo y estado del donante (suero
fetal bovino (SFB), suero de ternero recién nacido, suero
de novillo o vaca, suero de vaca en celo (SVC)), y de la
partida o lote de formulacién (Pinyopummintr y Bavister
1994) (cuadro 1).

La albiimina es una proteina plasmadtica de caracter
acido, soluble en agua, con un peso molecular aproxi-
mado de 69.000, y constituye uno de los componentes
mds importantes del suero sanguineo. Debido a la pre-
sencia de grupos reactivos en su molécula, puede unirse
a diferentes sustancias (dcidos grasos, hormonas, etc.) y
transportarlas en sangre hasta sus 6rganos blanco. Junto
con la inmunoglobulina G, son las proteinas més abun-
dantes del fluido oviductal (Leese 1988), y su pureza
puede variar entre lotes (Kane y Headon 1980, Rorie y
col 1994).

Algunos de los efectos benéficos que justifican la uti-
lizacion del suero y la albimina son:

» Proteger alos embriones en cultivo de sustancias toxi-
cas (ej. metales pesados).

» Aportar factores de crecimiento y ciertas hormonas.

» Reducir la tension superficial del medio, evitando que
los embriones se adhieran al instrumental (placas de
cultivo, pipetas, tubos, etc.).

PRODUCCION IN VITRO, SUERO, CALIDAD EMBRIONAF

Tanto el suero como la BSA tienen un rol simi
como suplemento proteico. Sin embargo, la posible pr
sencia de elementos no identificados ligados a amb
determinan que algunos aspectos de su funcion no se
atin completamente comprendidos.

Efecto de la suplementacion con suero sobrela cantid
y calidad de los embriones producidos in vitro. En |
dltimos afios, el suero ha sido objeto de numerosos est
dios, tendientes a definir si su adicion es definitivamer
necesaria para mejorar los resultados de produccién
vitro, en funcion de la cantidad y calidad de los embri
nes obtenidos.

Se ha observado que la adicién de suero a los med;
de cultivo tiene un efecto bifasico sobre el desarrollo e
brionario, inhibiendo los primeros estadios y estimulan
el desarrollo de moérulas y blastocistos (Pinyopummints
Bavister 1994, Thompson y col 1998). Al mismo tiemy
su empleo también se ha visto relacionado con una ace
racion del desarrollo embrionario (Gémez y Diez 20(
Holm y col 2002), asociado a un nimero mayor de célul
embrionarias (Fouladi-Nashta y col 2005) y a una mejc
en la tasa de produccién y eclosiéon (Wang y col 19€
Gomez y Diez 2000). Sin embargo, otros autores obsery
ron que, tanto la tasa de produccion (Rorie y col 19€
Mucci y col 2003) como el nimero de células embrionar
(Thompson y col 1998, Gémez y Diez 2000, Sung y «
2004) no fueron afectados por la presencia o ausencia
suero. Contrariamente, Byrne y col (1999) y Fergusor
Leese (1999) encontraron una disminucion en esta ultir
variable cuando adicionaron suero en los medios de cultiy

El suero es considerado un compuesto variable e 1
definido (Gardner y Lane 1998), lo cual genera variaci
nes en la composicién de los medios utilizados e int
fiere con la repetibilidad de los resultados obtenidos. ]
este sentido se han observado diferencias en cuanto a
tasa de produccién entre distintos ensayos publicados
los cuales se utilizé suero como suplemento proteico.
esto podria deberse a:

Cuadro 1. Analisis bioquimico del suero de novillo y fetal bovino de dos lotes distintos (CanSera International Inc. y Bockn

Lab). Adaptado de Palasz (1996) y Tornesi y Archer (1993).

Biochemical analysis of steer and fetal calf serum from two batches (CanSera International Inc. and Bocknek Lab). From Pal.

(1996), and Tornesi and Archer (1993).

Valores Encontrados

Suero de novillo

Suero fetal bovino

Determinacion CanSera Int. Bocknek Lab. CanSera Int. Bocknek Lab.
Albumina g/l 36 34 19 19
Globulinas g/l 36 37 19 19
Urea mM 3,6 29 6,3 6,3
Glucosa mM 1,3 0,8 7 7
Potasio mM 6,3 5 3,44 13,6
Sodio mM 140 140 135 135
Fésforo mM 1,87 2,24 3,44 3,44
Calcio mM 2,45 2,45 3,72 3,72
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» Utilizacién o no de cocultivo: Rorie y col (1994) ob-
servaron que el suero producia un efecto positivo so-
bre la tasa de produccién de embriones sélo si el cul-
tivo se efectuaba en cocultivo con células somaticas.
Teniendo en cuenta el impacto positivo del suero so-
bre el cultivo de células somaticas (Gardner 1999),
puede suponerse que el efecto benéfico de esta
suplementacion se ve potenciado a través de su ac-
cién sobre las células del cocultivo.

e Tipo de suero y momento de su inclusion: el suero
mds utilizado es el SFB. Si bien es dificil concluir
acerca de cudles son los constituyentes del suero que
presentan actividad embriotréfica, las diferencias
mostradas en el cuadro 1 entre dos tipos de suero, en
términos de composicién quimica, pueden determi-
nar una fuente de variacion capaz de tener un impac-
to significativo en la produccién in vitro de embrio-
nes. Puede observarse que la concentracion de glucosa
es 6 veces superior en el suero fetal respecto al del
bovino adulto. Teniendo en cuenta que la utilizacién
de este elemento aumenta notablemente luego de los
primeros 3-4 ciclos de division celular embrionaria
(Riegery col 1992, Lane y Gardner 2000, Thompson
2000), estas diferencias podrian contribuir a las va-
riaciones observadas entre los ensayos. Con respecto
a las proteinas, puede observarse también que sus
concentraciones son superiores en un 85% en el caso
del suero adulto respecto del fetal, y aunque poco se
conoce acerca de la funcidn de proteinas no especifi-
cas en el desarrollo embrionario, su metabolismo
podria producir amoniaco, el cual, dependiendo de
su concentracion y del estadio embrionario que afec-
te, puede generar diferencias en cuanto a la produc-
cion total de embriones (Hammond y col 2000). En
ambos tipos de suero, la relacién proteina/glucosa es
distinta y notablemente superior para el caso del bo-
vino adulto, aunque no se dispone de informacién
acerca de su posible impacto sobre el desarrollo em-
brionario.

e Variaciones en la concentracién de factores
embriotréficos: el factor transformante de crecimiento
a (TGF, transforming growth factor) (Brison y Shultz
1997) y el factor de crecimiento similar a insulina 1
(IGF1, insulin-like growth factor) reducen la inciden-
cia de apoptosis y aumentan el nimero de células
embrionarias (Makarevich y Markkula 2002), mien-
tras que el factor de necrosis tumoral a (TNF, tumor
necrosis factor) induce apoptosis y fragmentacién de
acidos nucleicos (Betts y King 2001). Segin Byrne y
col (1999), la utilizacién de suero en los medios de
cultivo podria introducir cantidades variables de es-
tos factores con efectos positivos y negativos sobre
el desarrollo embrionario y esto podria depender de
la partida, tipo de donante y del procedimiento de
preparacion, entre otros (Pinyopummintr y Bavister,
1994). Todos estos elementos podrian explicar la fal-

ta de consistencia en los resultados de los distintos

autores que utilizaron suero, por lo que Byrne y col

(1999) concluyeron que el efecto embriotréfico del

suero es complejo y que son necesarios mas experi-

mentos para clarificar los componentes especificos
que lo producen.

Algunos efectos negativos que han sido atribuidos al
uso de suero en los medios de cultivo son: alteraciones
mitocondriales (Dorland y col 1994, Abe y col 1999b,
Farin y col 2001), excesiva produccion de lactato, pre-
sencia de células oscuras y granuladas en la masa celular
interna (Bavister y col 1992, Krisher y col 1999), au-
mento de células apoptéticas (Byrne y col 1999), menor
sintesis proteica (Kuran y col 2001) y disminucién de la
relacion células de la masa celular interna: células
trofobldsticas (Fouladi-Nashta y col 2005) y del nimero
de complejos de unién entre las células embrionarias
(Shamsuddin y Rodriguez-Martinez 1994). Ademds, se
observaron alteraciones durante la prefiez en hembras
gestantes de embriones producidos con suero, tales como
alargamiento del periodo de gestaciéon (Thompson y col
1995) y nacimiento de crias con peso superior a lo nor-
mal (large offspring syndrome) (Farin y col, 2001).

Los embriones cultivados en presencia de suero pre-
sentan una morfologia diferente comparados con los pro-
ducidos sin suero (Shamsuddin y Rodriguez-Martinez,
1994, Gardner, 1999). Algunos autores observaron que,
la suplementacién con suero se encuentra asociada a un
menor grado de compactacién de las morulas (Abe y col
1999b), y que tanto éstas como los blastocistos adquie-
ren caracteristicas similares a los obtenidos in vivo cuan-
do son producidos en medios sin suero (Thompson 1997,
Crosier y col 2001). Esto podria deberse a alteraciones a
nivel de los complejos de unién intercelulares en res-
puesta a la suplementacién con suero (Shamsuddin y
Rodriguez-Martinez, 1994). Boni y col (1999) postula-
ron que variaciones en la expresion de ARNm para la
Connexina 43 (Cx43), una proteina que participa en la
formacion de las uniones de tipo gap en las células de los
embriones en estadios de preimplantacién, podria expli-
car algunas de las diferencias encontradas entre los em-
briones producidos in vitro y los obtenidos in vivo o, in-
cluso, producidos en diferentes medios de cultivo
incluyendo la presencia o ausencia de suero en los mis-
mos. Cada estadio embrionario se caracteriza por la acti-
vacién de conjuntos especificos de genes (Mohan y col
2002). Es asi como, Lazzari y col (2002) y Rizos y col
(2003) demostraron que los embriones producidos invitro
en cultivos suplementados con suero presentaron altera-
ciones en la expresion de genes que desempefian un rol
de particular importancia durante el desarrollo embrio-
nario temprano. Una de estas fue precisamente la dismi-
nucion de la transcripcién del gen que codifica para Cx43,
comparada con los embriones cultivados en un medio
libre de suero.



Efecto del suero sobre la viabilidad de los embriones
criopreservados. ‘Los embriones producidos invitro pre-
sentan una alta sensibilidad a los procesos de
criopreservacion (Leibo y Loskutoff 1993, Pollard y
Leibo 1994), siendo las diferencias morfoldgicas y/o
metabdlicas observadas respecto a los obtenidos in vivo
las que parecerian ser las responsables (Massip y col,

1995). Leibo y Loskutoff (1993) determinaron que la

densidad de los embriones producidos in vitro es menor

que la de los obtenidos invivo, y concluyeron que esto se
deberia a una mayor relacién de lipidos: proteinas en el
caso de los primeros.

La suplementacién de los medios de cultivo con sue-
ro se ha relacionado con la acumulacién anormal de go-
tas lipidicas intracitoplasmaticas (Shamsuddin y
Rodriguez-Martinez 1994, Dorland y col 1994,
Thompson y col 1995, Abe y col 1999ab). La presencia
de estas estructuras en los embriones bovinos produci-
dos in vitro se ha asociado a su alta sensibilidad a los
procesos de criopreservacion en general, y en los desa-
rrollados en medios de cultivo suplementados con suero
en particular (Abe y col 2002). Basados en los experi-
mentos de Nagashima y col (1995) efectuados en em-
briones porcinos, distintos autores (Murakami y col 1998,
Ushijima y col 1999, Diez y col 2001) reprodujeron la
extraccion de lipidos en embriones bovinos producidos
in vitro mediante incubacién con citocalasina (estabili-
zador del citoesqueleto por inhibicién de la
polimerizacién de filamentos de actina), centrifugacion
y remocién por microcirugia, observando un mayor por-
centaje de sobrevida poscriopreservacion en los embrio-
nes libres de gotas lipidicas.

Se ha demostrado que la acumulacién de lipidos
intracitoplasmaticos comienza a disminuir a partir del
estadio de moérula, coincidiendo con la apariciéon de
mitocondrias maduras (Abe y col 1999b), pudiendo cum-
plir, de este modo, la funcién de reserva para momentos
de gran demanda energética, como lo es la formacién del
blastocele. Por el contrario, en presencia de suero, la acu-
mulacion lipidica aumenta a partir del mencionado esta-
dio (Ferguson y Leese 1999). Estos resultados plantean
un interrogante acerca de cudl es el rol de las gotas
lipidicas en el citoplasma de las células embrionarias, ya
que su eliminacién no resulta en una disminucién en la
tasa de produccion, sino que, ademds, mejora su calidad
en términos de criorresistencia.

El origen de la acumulacién de gotas lipidicas
intracitoplasmaticas en los embriones producidos invitro,
cultivados en medios suplementados con suero, actual-
mente es desconocido, aunque existen dos teorias que
podrian explicarlo:

» La presencia de suero genera un efecto deletéreo so-
bre la estructura mitocondrial, lo cual, al producir al-
teraciones morfoldgicas y funcionales en esta organela
provocaria una acumulacién anormal de gotas

PRODUCCION IN VITRO, SUERO, CALIDAD EMBRIONAF

lipidicas producto de alteraciones en su metabolisr

(Dorland y col 1994).

e Teniendo en cuenta la capacidad de captacion de a
dos grasos, fosfolipidos y triglicéridos por parte
las células somadticas en cultivo, podria inferirse q
la acumulacién de lipidos intracitopldsmicos por pai
de los blastomeros se deberia a la incorporacion
lipoproteinas presentes en el suero adicionado a 1
medios de cultivo (Thompson y col 1995, Abe y ¢
1999b).

Sata y col (1999) refuerzan la segunda hipétesis,
informar que el perfil de 4cidos grasos contenidos en |
embriones desarrollados en medios suplementados c
suero fetal bovino es similar al que caracteriza al sue
utilizado, diferenciandose, ademas, de los encontrad
en los embriones producidos en medios de cultivo libr
de suero. Estos autores concluyeron que la acumulaci
de 4acidos grasos saturados de cadena larga e insaturad
son de origen sérico.

Diversos autores (Yamashita y col 1999, Cho y «
2001, Abe y col 2002, Cho y col 2002) obtuvieron me;
res tasas de sobrevida poscriopreservacion en embrion
producidos en medios suplementados con BSA 'y libr
de suero, independientemente del sistema |
criopreservacion empleado. De acuerdo con Enright
col (2000), Massip (2001) y Lonergan y col (2003),
criopreservacion representa un desafio para los embr;
nes producidos in vitro, capaz de detectar diferencias
calidad embrionaria que no son evidenciadas mediar
otras evaluaciones.

Si bien no estd totalmente claro cudl es el 1
endocelular por el que actuarian la albimina y el sue:
algunas de sus propiedades fisicas podrian ser reemp!
zadas mediante la utilizacion de sustancias definidas.
uso de polimeros sintéticos, como el alcohol polivinili
y la polivinilpirrolidona, es frecuente desde hace vari
afios en la produccion invitro de embriones (Ectors y ¢
1992, Gardner y Lane 1998). Estos compuestos han d
mostrado proveer una buena actividad surfactante, sin
lar a la albimina, aunque se ha encontrado una men
tasa de producciéon de embriones y diferenci
metabdlicas importantes entre embriones cultivados c
o sin estos componentes (Thompson 2000, Orsi y Lee
2004). Finalmente, se ha observado un menor porcent:
de gestacion logrado con embriones producidos en m
dios suplementados con estos compuestos comparado ¢
los obtenidos con embriones cultivados con sue
(Jakobsen y col 1999). Otro compuesto utilizado con
fin de reemplazar la albimina o el suero ha sido
hialuronato, con el cual se han informado resultados m
alentadores en cuanto a tasa de produccién y sobrevi
poscriopreservacion (Gardner 1998, Stojkovic y col 200

Actualmente existen en el mercado compuestos f«
mulados con el fin de remplazar el suero en los medi
de cultivo de distintas lineas de células somadticas. En
estos se encuentran el Ultroser G® (Invitrogen), un sus
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tuto del SFB, y CPSR-3® (Controlled Process Serum
Replacement, SIGMA), el cual se obtiene por dializado
del plasma bovino. Duque y col (2003?*) demostraron que
es posible producir embriones in vitro utilizando estos
compuestos, y observaron que el reemplazo del suero por
Ultroser® disminuyé significativamente la produccién in
Vitro de embriones bovinos, mientras que utilizando
CPSR-3® no obtuvieron diferencias en esta variable como
tampoco en el nimero total de células embrionarias.

Finalmente, los conceptos presentados en esta revi-
sion sugieren que el empleo de medios de cultivo libres
de suero podria ser beneficioso para mejorar la calidad
de los embriones producidos invitro. Esto permitiria pro-
gresar en el entendimiento de los requerimientos
embrionarios durante los estadios de preimplantacion, ya
que la eliminacién de un compuesto altamente variable e
indefinido, como lo es el suero, posibilitaria comprender
la funcién que desempefia cada componente incluido en
los medios de cultivo. Ademads, permitiria evitar las alte-
raciones embrionarias (morfoldgicas y fisioldgicas) y
durante la gestacion, atribuidas a la utilizacién de suero
en los medios de cultivo. Por tltimo, una mejora en la
calidad de los embriones producidos permitiria obtener
mejores tasas de gestacion, producidas principalmente
por la transferencia de embriones criopreservados, posi-
bilitando la aplicacién comercial en gran escala de esta
biotecnologia.

RESUMEN

Las técnicas para producir embriones bovinos, en estadios
de preimplantacién mediante la maduracion de ovocitos y su
posterior fertilizacién in vitro, ofrece la posibilidad de obtener
embriones a bajo costo para ser utilizados con fines de estudio
(desarrollo embrionario temprano, transgénesis, clonacién) o
con propdsitos comerciales. Las condiciones de cultivo invitro
pueden influenciar significativamente el desarrollo em-
brionario, determinando cambios responsables de su menor
calidad, comparados con los embriones producidos invivo. En
particular, la adicién de suero a los medios de cultivo altera
tanto la morfologia embrionaria como su calidad, y su elimi-
nacion posibilitarfa producir embriones de buena calidad para
ser criopreservados y transferidos. Los objetivos de esta revi-
sion son describir los aspectos generales del cultivo invitro de
embriones y resumir algunas hipétesis referidas a los mecanis-
mos por los cuales el suero podria alterar el desarrollo y la
calidad embrionaria.
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