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ARTICULO ORIGINAL

Efecto del acido linoleico conjugado sobre la proporcion de sexos y calidad
de embriones bovinos producidos in vitro*

Effect of conjugated linoleic acid on sex ratio and quality of in vitro
produced bovine embryos

NA Gomez?c, AP Lopez2b*, LF Ortizab, ZT Ruiz?P, M Olivera2P, A Tarazona2®
aGrupo de investigacion Biogénesis, Universidad de Antioquia, Antioquia, Colombia.
bFacultad de Ciencias Agrarias Universidad de Antioquia, Antioquia, Colombia.
¢DPA/FCA Universidad Nacional de Colombia, Bogotd, Colombia.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of culture medium supplementation with conjugated linoleic acid (CLA) on embryo cleavage, embryo
production, sex ratio and embry o quality in in vitro produced bovine embryos at day 7 of culture. 308 COCs were used for the group supplemented with
100 uM of the CLA isomer Cis-9 trans-11 and Cis-10-Trans-12 and 257 COCs for the untreated control group; the embryo production was 25.32% vs
35.40%, respectively, with significant difference between them (P < 0.05). The embryos were classified according to the IETS in Mo, Bt, Bl and Bx
stages for morphological and molecular analysis. PCR was used for sex determination; embryo quality was assessed as grade 1 (excellent or good) and
Grade 2 (regular). The results showed no significant difference in the proportion of embryos male:female for any of the stages in the CLA supplemented
group achieving the expected natural ratio (50:50), while the control maintained a greater number of males. The CLA improved quality in Bl and Bt
stages for both females and males (P < 0.05) having a greater number of grade 1 embryos in supplemented group, while control embryos were more
in grade 2. In conclusion, CLA adversely affects the production of bovine embryos in vitro, but the sex ratio equals the natural one in all stages and
improves embryo quality in some stages of early development.
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INTRODUCCION

El reporte 2007 de la Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones informé para ese afio una
produccién mundial de 1.198.078 embriones transferibles,
de los cuales 36% fueron producidos por fecundacién in
vitro (Thibier 2008). Algunos reportes demuestran que
a partir de los embriones producidos in vitro se genera
un mayor numero de crias machos (Avery y col 1992,
Wagtendonk-de Leeuw y col 1998, Numabe y col 2000,
Camargo y col 2010), alterando la proporcién natural de
sexos (King y col 1991). Segtin Larson y col, los embriones
macho producidos in vitro se desarrollan mas rapido debido
a su metabolismo acelerado, por lo contrario los embriones
hembra parecen estar influenciados por las condiciones
de cultivo teniendo un desarrollo més lento (Larson y
col 2001), lo que ocasiona que al dia 7 muchos embriones
hembra no alcancen a clasificarse dentro de los estadios
transferibles. Una posible explicacion de lo anteriormente
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expuesto es que la inactivacion tardia de uno de los dos
cromosomas X en los embriones hembra (Bermejo-Alvarez
y col 2010) permitiria la expresién por mas tiempo de
algunos genes ubicados en dicho cromosoma, entre los
que se encuentra el de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) (Camargo 2010); de esta forma se generaria un
aumento en la concentracion de esta enzima y por tanto
un aumento en la ruta de la pentosa fosfato (Tiffin y col
1991), lo cual haria que los embriones hembra tuvieran un
metabolismo con tendencia a la acumulacion de energia
en forma de gotas lipidicas (Abe y col 2002), mientras
que los embriones machos tenderian a un metabolismo
glucolitico con mayor produccién de energia por la via
mitocondrial (Bermejo-Alvarez y col 2010). Por tanto,
hay mds embriones machos en estadios de desarrollo
avanzados al dia 7 de cultivo.

Con el fin de obtener un mayor nimero de embriones
hembras se han desarrollado técnicas como el uso de semen
sexado (Cran 2007, Peippo y col 2010). Sin embargo, atin
se presentan algunos inconvenientes, dentro de los cuales
estan: bajo porcentaje de embriones (Wheeler y col 2006,
Seidel Jr 2007, Oses y col 2009), disponibilidad limitada
y alto costo del semen, entre otros (Wheeler y col 2006,
Seidel Jr 2007). Otra alternativa es el diagndstico preim-
plantatorio por biopsia embrionaria (Basille y col 2009),
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el cual tiene el inconveniente de ser una técnica costosa y
que por ser invasiva (Garcia 2001, Soom y Boerjan 2002)
puede ocasionar dafios graves en el embrién (Underwood
y col 2010). Con estas consideraciones se han desarrollado
metodologias que se basan en mejorar la cinética del de-
sarrollo de los embriones hembras, permitiéndoles mayor
sincronia con el momento de la transferencia. La adicién
o manipulacién de moléculas en los medios de cultivo son
alternativas para cambiar la proporcién de sexos a favor
de las hembras, que actualmente constituye un tema de
interés, y en el cual se ha investigado el uso de glucosa
y dcidos grasos poliinsaturados (PUFA’s) como el 4cido
linoleico conjugado (CLA) (Pereira y col 2007).

Los CLA son un grupo de isémeros del 4cido linoleico,
algunos de ellos han mostrado actividad anticancerigena
(Cis-9, Trans-11 y Trans-10, Cis-12) (Kelley y col 2007),
antidiabética (Cis-9, Trans-11 y Trans-10, Cis-12) y
antilipogénica (Trans-10, Cis-12) (Evans y col 2002) en
diferentes modelos animales. Los PUFA’s son potentes
inhibidores de la glucdlisis y la lipogénesis de novo, a
través de la regulacion de genes implicados en estas vias
como la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH),
L-piruvato quinasa (PK-L), 4cido graso sintasa (FAS) y
acetil-CoA carboxilasa (ACC) (Dentin y col 2005). Zhai
y col demostraron en adipocitos que el isémero de CLA
Trans-10, Cis-12 muestra una influencia sobre el metabolis-
mo lipidico estimulando el gasto energético por oxidacién
de lipidos (Zhai y col 2010). Dentin y col demostraron en
hepatocitos que algunos PUFA’s como el dcido linoleico
(AL), &cido eicosapentaenoico (EPA) y 4cido docosahexae-
noico (DHA) regulan la proteina respondedora de unién
a carbohidratos (CHREBP), disminuyendo la expresion
de FAS y ACC importantes en la via de lipogénesis de
novo (Dentin y col 2005). En embriones bovinos in vitro
no se ha dilucidado el papel que juega el CLA en estas
vias; sin embargo, se sabe que disminuye el didmetro de
las gotas lipidicas mejorando la criorresistencia (Pereira y
col 2008). Pereira y col al evaluar este pardmetro encon-
traron una proporcién de 52,2% de machos y 48,8% de
hembras para el grupo control, mientras que en el grupo
suplementado con CLA fue 45,5% vs 54,5% respectiva-
mente, sugiriendo un efecto del CLA sobre la proporcién
de embriones macho:hembra bovinos producidos in vitro
(Pereira y col 2008).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
de la suplementacién del medio de cultivo con CLA
(isémeros Cis-9-Trans-11 y Cis-10-Trans-12), sobre el
clivaje, la produccién de embriones, la proporcién de
sexos y la calidad en embriones bovinos producidos in
vitro al momento de seleccionarlos para su transferencia.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron medios comerciales para la madura-
cién, fecundacién y cultivo in vitro, marca Nutricell®,
(Campinhas, Brasil), suero fetal bovino (SFB) (Gibco,
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), y para el
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lavado y seleccion de complejos cumulus ovocito (CCO)
se utilizé Talp-Hepes. Todos los reactivos utilizados
fueron adquiridos en Sigma (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA).

OBTENCION DE LOS COMPLEJOS CUMULUS OVOCITO (CCO)

Los CCOs se obtuvieron a partir de ovarios de hembras
bovinas sacrificadas en la planta de beneficio local. Los
ovarios se lavaron en solucion salina estéril al 0,9% a una
temperatura de 36 a 37 °C y fueron transportados hasta el
laboratorio dentro de las dos horas siguientes a la colecta.
Inmediatamente se realizé la aspiracion de foliculos entre
2 y 7 mm de didmetro mediante una jeringa de 10 ml
y aguja calibre 18*1/2; el liquido folicular obtenido se
depositd en un tubo cénico de 15 ml y se dejé decantar
por 20 minutos antes de hacer la seleccién de los CCO en
medio de seleccidn Talp-Hepes (Tarazona y col 2006). Los
CCO fueron evaluados y clasificados por su morfologia
y sélo se utilizaron CCO de calidad 1 y 2 considerados
aptos para maduracién de acuerdo a lo informado por de
Loos y col 1989 y Stojkovic y col 2001.

MADURACION IN VITRO DE LOS CCO

La maduracién se realizé en placas de petri en micro-
gotas de 50 pl de medio cubiertas con aceite mineral (10
CCO por gota) incubados por 24 h en mezcla de 6% CO,
en aire, 38,6 °C, y humedad relativa > 90%.

FECUNDACION IN VITRO

El semen criopreservado fue descongelado a 36 °C por
un minuto; se capacitd y separ6 en gradiente de Percoll
90/45 (Parrish y col 1995), se ajusté la concentracion
final a 2x106 espermatozoides por ml. Después de 24
h de maduracién los CCO fueron lavados y denudados
parcialmente por pipeteo repetido y puestos en gotas de
50 pl de medio de fecundacién previamente inseminadas
y suplementadas con heparina 12 pl/ml y PHE 45 pl/ml.

CULTIVO IN VITRO

Después de 18 a 20 horas de coincubacion de los ga-
metos, los presuntos cigotos fueron lavados para retirar las
células de granulosa y se depositaron en medio de cultivo
suplementado con 100 pM de CLA (Cis-9 Trans-11 y
Cis-10-Trans-12) (05507 Sigma) durante los siete dias
de cultivo (Pereira y col 2007).

EVALUACION DE CLIVAJE

A las 96 horas pos inseminacién (hpi) se realizé la
evaluacion de clivaje inicial y se retiraron del cultivo aque-
llos que no iniciaron division, clivajes inferiores a cuatro
células o embriones que presentan morfologia compatible
con apoptosis (Tarazona y col 2010b).



DETERMINACION DEL SEXO

Para la extraccién de DNA embrionario se empled el
kit DNeasy Blood & Tissue® (QiAGEN) siguiendo las in-
dicaciones del fabricante. La PCR se realiz6 empleando los
primers BOV97M (F) 59-GAT CAC TAT ACA TAC ACC
ACT y BOV97M (R) GCT ATG ACA CAAATT CTGy
un par de primers especificos para bovino, satélite 1.715
(F) TGGAAG CAAAGAACCCCGCTy(R)TCGTCA
GAA ACC GCA CACTG, para la determinacidn del sexo
(Park y col 2001). La mezcla para la reaccidn se realiz6 en
un volumen final de 25 pl que contenia 2,5 mM de MgCl,,
200 pM de cada deoxynucleésido trifosfato (ANTP), 1X
de Taq buffer 10X con KCI (pH 8,8), 1U de taqg DNA poli-
merasa (Fermentas®) y 0,3 mM de cada primer BOV97M,
0,06 mM de cada primer especifico bovino, satélite 1.715.
La amplificacién fue realizada en un total de 40 ciclos con
el siguiente perfil térmico: 95°C por 30 segundos, 50 °C
por 30 segundos y 72 °C por 5 minutos (Nedambale y
col 2004). Debido a la baja concentracién de DNA en las
muestras (1 a 3 ng/ul) fue necesario realizar una segunda
PCR con un total de 30 ciclos empleando el mismo perfil
térmico y utilizando 1 ul del producto de la PCR anterior.

Los productos de la PCR fueron visualizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con bromuro
de etidio a una concentracién de 0,5 pg/ml y evaluados
bajo luz ultravioleta empleando un transiluminador. La
amplificacién de BOV97M, localizado en el cromosoma
Y, produce un fragmento de 141 bp y el especifico bovino
satélite 1.715 localizado en un autosoma genera un frag-
mento de 216 bp (Nedambale y col 2004). La presencia
de ambos fragmentos en el producto de la PCR indic6 que
el sexo del embrién era macho y un unico fragmento de
216 bp que el embrién era hembra.

METODO DE EVALUACION DE CALIDAD MORFOLOGICA:
DIA 7 DE CULTIVO

Para la evaluacion morfolégica se emple6 la clasifica-
cion de la IETS: mérula (Mo), blastocisto temprano (Bt),
blastocisto (BI) y blastocisto expandido (Bx). La calidad
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del embridn se determind con los siguientes criterios: grado
1 (excelente o buena): embridn esférico con blastomeras
de tamafio y color uniformes y zona peldcida intacta,
embrioblastos uniformes y localizados, blastoceles bien
formados y células trofoectodérmicas periféricas planas;
grado 2 (regular): embridn con alteraciones moderadas en
la forma y tamatfio de las blastémeras, color no uniforme en
algunas células, presencia de picnosis o signos de apoptosis
(Tarazona y col 20102); y embriones no viables aquellos
con alteraciones mayores en la forma de la masa celular
embrionaria o en el tamafio y color de las blastémeras,
o detenidos en el desarrollo (Robertson y Nelson 1998).
Posterior a la evaluacion morfolégica, los embriones fueron
depositados en solucién buffer de lisis del kit DNeasy
Blood & Tissue (QiAGEN) previa extraccion de la zona
peldcida para su andlisis molecular.

ANALISIS ESTADISTICO

El tipo de andlisis empleado fue un disefio completa-
mente aleatorizado unifactorial,

Con la finalidad de evaluar si la adicién de CLA tuvo
un efecto en el clivaje y la produccion de embriones se
realiz6 una prueba exacta para comparar los pardmetros
“P” para valores binomiales, para este andlisis se utilizé
el programa estadistico Stat Calc version 2.0. Para evaluar
el efecto del CLA sobre la proporcién macho:hembra y
la calidad de los embriones en cada uno de los estadios,
se realizé una prueba exacta de Fisher; para este andlisis
se utilizé el programa estadistico SPSS version 19 para
Windows (SPSS Inc. Chicago IL, USA). El nivel de con-
fianza seleccionado fue de 95%, valores de P comprendidos
entre el 0,05 y 0,1 fueron considerados como tendencias.

RESULTADOS

La suplementacién del medio de cultivo con CLA
afectd negativamente la tasa de clivaje y la tasa de desa-
rrollo embrionario al dia 7 de cultivo in vitro (P < 0,05).
Sin embargo no se observé un efecto (P > 0,05) sobre la
proporcién macho:hembra de los embriones (cuadro 1).

Cuadro 1. Clivaje, produccién de embriones y proporcién de sexos al dia 7 de embriones bovinos producidos in vitro cultivados en

medio suplementado con CLA.

Cleavage, embryo production and sex rate on day 7 of in vitro produced bovine embryos culture in CLA supplemented medium.

cCo

Sexo dia 7 (%)

. Clivaje Embriones dia 7 (%)
Fertilizados Hembras Machos
(n) (n) % + DE (n) % + DE (n) % + DE (n) % + DE
Control 257 2152 83,66 + 11,72 91a 3540+ 1,16 412 45,05 2,27 504 54,94 + 2,29
CLA 308 234b 75,97 + 15,61 78b 25,32 + 14,74 39a 50 + 2,06 39a 50 +2,20

a, b: Valores en la misma columna con diferentes superindices difieren significativamente (P < 0,05). CLA: Acido linoleico conjugado (Cis-9 Trans-11 y
Cis 10-Trans-12), Valor P Clivaje = 0,0242 y Valor P Embriones = 0,0092, Valor P Hembras = 0,5292 y Valor P Machos = 0,5268, con 95% de confianza.
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La adicién de CLA favorece la calidad de embriones Solamente para el estadio de blastocisto temprano se
hembra grado 1 solamente en el estadio de blastocisto encontré que los embriones machos suplementados con
(P < 0,05), logrando producir dos veces mds embrio- CLA presentaban mejor calidad (grado 1) comparado con
nes grado 1 comparado con el grupo control (12 vs 4) el grupo control; dicha diferencia fue estadisticamente
(cuadro 3). significativa (P < 0,05) (cuadro 4).

Cuadro 2. Proporcién de sexos en los diferentes estadios de desarrollo al dia 7 de embriones bovinos producidos in vitro cultivados
en medio suplementado con CLA.

Sex rate in different development stages on day 7 of in vitro produced bovine embryos cultured in CLA supplemented medium.

Control CLA
Estadio dia 7 P value Fisher
Hembras Machos Hembras Machos

Morula 4 (30,8%) 9 (69,2%) 12 (60,0%) 8 (40,0%) 0,099
Blastocisto temprano 10 (50,0%) 10 (50,0%) 7 (30,4%) 16 (69,6%) 0,160
Blastocisto 14 (46,7%) 16 (53,3%) 13 (65,0%) 7 (35,0%) 0,163
Blastocisto expandido 13 (46,4%) 15 (53,6%) 7 (46,7%) 8 (53,3%) 0,619

Total estadios 41 (45%) 50 (55%) 39 (50,0%) 39 (50,0%)

(P>0,05).

Cuadro 3. Calidad embrionaria por estadio de desarrollo al dia 7 de embriones bovinos producidos in vitro cultivados en medio su-
plementado con CLA.

Embryo quality by development stage on day 7 of in vitro produced bovine embryos culture in CLA supplemented medium.

CLA Control

Estadio Hembras 1 Hembras 2 Hembras 1 Hembras 2 P value Fisher

(n) (n) (n) (n)
Morula 9 3 2 2 0,547
Blastocisto temprano 3 4 3 7 0,644
Blastocisto 12 1 4 10 0,0012
Blastocisto expandido 7 0 13 0 -
Total estadios 31 11 22 19 0,056

(P < 0,05).

Cuadro 4. Calidad embrionaria por sexos y estadios de desarrollo al dia 7 de embriones bovinos producidos in vitro cultivados en
medio suplementado con CLA.

Embryo quality by sex and development stages of in vitro produced bovine embryos culture in CLA supplemented medium.

CLA Control

Estadio Machos 1 Machos 2 Machos 1 Machos 2 P value Fisher

(n) (n) (n) (n)
Morula 4 4 2 7 0,335
Blastocisto temprano 9 7 0 10 0,004~
Blastocisto 6 1 12 4 1
Blastocisto expandido 8 0 15 0
Total estadios 27 12 29 21 0,276

a(P < 0,05).
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DISCUSION

El efecto negativo que tuvo la adicién de CLA al medio
de cultivo sobre el porcentaje de clivaje y de embriones
obtenido en este estudio no ha sido informado previamente
en embriones bovinos in vitro. Pereira y colaboradores
son los dnicos investigadores que han publicado acerca
del uso del CLA en el cultivo de embriones bovinos in
vitro; sus resultados no mostraron diferencia entre el grupo
control y el suplementado con CLA (100 uM) (Pereira y
col 2008), contrario a lo encontrado en este estudio, donde
la disminucién en el porcentaje de clivaje y embriones
del grupo CLA podria asociarse con diferentes rutas; en
células dendriticas el isémero Cis-9 Trans-11 del CLA
disminuy¢ la concentracién nuclear del Factor Nuclear
Khapa B (NFKb), y aumenta su concentracidn en el citosol
(Reynolds y Roche 2010) regulando la via de apoptosis
inducida por NFKb, la cual es activa en embriones bovinos
(Tarazona y col 2010b). Esto podria ser una causa de la
disminucion en el porcentaje de embriones en presencia
de CLA. Sin embargo, es importante esclarecer las rutas
celulares mediadas por CLA en los embriones bovinos
con el fin de comprender sus efectos durante el desarrollo
embrionario temprano.

Algunos autores han informado que la produccién de
embriones in vitro modifica la proporcidn natural de sexos
esperada (50:50) (King y col 1991), presentando general-
mente un mayor porcentaje de embriones machos (Hasler
y col 1995). Grisart evidencié que suplementos como el
SFB favorecen el desarrollo de una mayor cantidad de
embriones macho in vitro (Grisart y col 1995), mientras
que Jiménez y col (2002) aumentando la concentracién de
glucosa obtuvieron mds proporcién de embriones hembra
in vitro (Jiménez y col 2002). Lo anterior evidencia que la
composicion de los medios y los suplementos empleados
en los protocolos de produccién de embriones bovinos
in vitro afecta la proporcioén de sexos de los embriones.
Los resultados del presente trabajo muestran que la su-
plementacion del medio de cultivo con CLA mantiene la
proporcién de sexos al dia 7 de cultivo cuando se analizan
los datos de forma global incluyendo todos los estadios, lo
cual iguala la proporcién natural; mientras que el grupo no
suplementado presenta una mayor proporcion de embriones
machos (cuadro 1), lo cual concuerda con lo informado
por Hasler y col (1995).

Al analizar los resultados de forma independiente para
cada estadio de desarrollo, el andlisis estadistico descriptivo
mostré que el estadio de blastocisto presenté un mayor
nimero de embriones hembra en el medio suplementado
con CLA (cuadro 2). Los estadios de blastocisto y blasto-
cisto expandido son ideales para la transferencia debido a
que tienen una cinética normal de desarrollo embrionario
temprano y una sincronia con el desarrollo del cuerpo
liteo de la hembra receptora, por lo cual son los estadios
que informan los mejores porcentajes de prefiez (Spell
y col 2001). Para el estadio de moérula también hubo un

BOVINO, CLA, CALIDAD EMBRIONARIA, PROPORCION DE SEXO

mayor nimero de embriones hembras (cuadro 2), pero este
estadio no es sincrénico con el desarrollo esperado para el
dia 7; a pesar de ello, las mérulas hembras producidas con
CLA se podrian destinar a una transferencia mds tardia o a
receptoras cuyo cuerpo liteo tuviese 6 dias y no 7; como ya
se ha informado exitosamente por Ling y colaboradores en
1995, esta seria una forma de aumentar las prefieces hembra
a través de la suplementacién de los medios de cultivo
para embriones. La diferencia en proporcién de hembras
entre ambos grupos experimentales tomando el total de
los estadios es 5,14% a favor del grupo suplementado con
CLA, que representd un aumento comparativo de cuatro
embriones hembras transferibles, lo cual con un 30% de
concepcion reportado para transferencia de embriones por
FIV (Peterson y Lee 2003) equivaldria a una hembra mas
nacida en cada proceso realizado.

Se sabe que la adquisicién de la competencia para
el desarrollo embrionario depende en gran medida de
la maduracién del ovocito (Duranthon y Renard 2000,
Rodriguez y Farin 2004), esto afecta principalmente las
divisiones mitdticas hasta estadios preimplantatorios y la
calidad embrionaria (Tarazona y col 2010%%), La calidad
también puede ser modificada posterior a la fecundacién
mediante el uso de suplementos en los sistemas de cultivo
(Lonergan y col 2006). Dentro de los suplementos, se
sabe que las moléculas que modifican los dcidos grasos en
la membrana afectan diferentes funciones estructurales,
celulares e incluso vias de sefializacion (Spector y Yorek
1985, Talukdar y col 2005). Se ha informado que el uso
de PUFA como el 4cido linoleico (C18:2n-6) (Tominaga
2004), acido araquidénico (C20:4n-6) y eicosapentae-
noico (C20:5n-3) (Marques y col 2007) en los medios
de cultivo han demostrado proporcionar mayor fluidez
y versatilidad a las membranas (Zeron y col 2002,
Spector y Yorek 1985), lo que estaria relacionado con
una mejor calidad embrionaria y mayor criotolerancia
(Marei y col 2010).

La suplementacién con CLA en el medio de cultivo
influyé en la calidad de los embriones hembra en el estadio
de blastocisto (P < 0,05) (cuadro 3), presentindose mayor
ntimero de embriones hembra grado 1 en el grupo suple-
mentado con CLA (Cis-9-Trans-11 y Cis-10-Trans-12),
en el presente trabajo. Lapa y colaboradores en 2011
demostraron que la suplementacién con CLA durante la
maduracién mejora la competencia de los oocitos para el
desarrollo de embriones de mejor calidad (Lapa y col 2011);
sin embargo, alin no es clara la relacion entre el CLA y el
mejoramiento de la calidad de los blastocistos hembra.
Asimismo Marques y col (2007) informan que la adicién
de otros PUFA como el 4cido araquidénico (C20:4n-6) y
eicosapentaenoico (C20:5n-3) en la maduracién mejoran la
calidad morfoldgica de los embriones producidos in vitro.

Los resultados obtenidos en la evaluacién de los em-
briones machos indicaron una influencia del CLA sobre los
embriones de calidad grado 1 en el estadio de blastocisto
temprano (P < 0,05) (cuadro 4). En términos comerciales,

21



NA GOMEZY COL

el parametro de calidad es determinante para que un
embridn sea o no transferido debido a que los embriones
grado | tienen mds probabilidades de generar gestaciones
efectivas que los embriones grado 2, dado que estos ultimos
tienen 4,11 veces mds riesgo de desencadenar fallas en
la implantacién y por tanto pérdida de la prefiez (Farin y
Farin 1995). Lo anterior evidencia que el mejoramiento
de la calidad embrionaria afecta la gestacion y por este
motivo en estudios posteriores se espera que la suplemen-
tacion con CLA mejore los indices en los resultados de
las gestaciones. En el presente estudio la produccién de
embriones en medio suplementado con CLA es menor
al control (cuadro 1) y a los estdndares mundiales, 30%
a 40% (Lonergan y col 2006, Humblot y col 2010); sin
embargo, se evidencié una mayor calidad embrionaria con
embrioblastos mas uniformes y localizados (no dispersos),
blastoceles bien formados y células trofoectodérmicas
periféricas planas para embriones hembra en el estadio de
blastocisto (figura 1) y en embriones macho en el estadio
de blastocisto temprano.

Se evidencia que la suplementacion con CLA tiene un
efecto negativo sobre la produccién de embriones bovinos
in vitro; sin embargo, mantiene la proporcién natural de
sexos en el total de estadios y podria aumentar la cantidad
de embriones hembra en los estadios de mérula y blas-
tocisto; adicionalmente se presenta mayor calidad en el
estadio de blastocisto para embriones hembra.

Los resultados presentados aqui abren las puertas a
posteriores estudios sobre el efecto del CLA en diferentes
rutas celulares que pueden mejorar la calidad, la criotole-
rancia y el desarrollo de embriones hembra.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de 1a suplementacién
del medio de cultivo con 4cido linoleico conjugado (CLA) sobre el
clivaje, produccién, proporciéon de sexos y calidad embrionaria en
embriones bovinos producidos in vitro al dia 7 de cultivo. Se fertilizaron
308 CCO suplementados en cultivo con 100 uM del isémero de CLA
Cis-9 Trans-11 y Cis-10-Trans-12 y 257 CCO en el grupo control; la
produccién de embriones fue 25,32% vs 35,40% respectivamente con
diferencia significativa (P < 0,05). Los embriones fueron clasificados por
estadios segtin la IETS en Mo, Bt, Bl y Bx para su andlisis morfoldgico
y molecular. Se empleé PCR para la determinacién del sexo y se evalué
la calidad como grado 1 (excelente o buena) y grado 2 (regular). Los
resultados no muestran diferencia significativa en la proporcién de sexos
para ninguno de los estadios en el grupo suplementado con CLA; sin
embargo, se igual6 la proporcién natural esperada (50:50), mientras que
en el control hubo mayor cantidad de machos, al observar el total de los
estadios. El CLA mejor6 calidad en el estadio de Bl para las hembras y
Bt para los machos (P < 0,05), teniendo un mayor niimero de embriones
grado 1 en los embriones suplementados, mientras que el control presentd
mads embriones grado 2. En conclusién, el CLA afecta negativamente
la produccién de embriones bovinos in vitro, pero iguala la proporcién
de sexos a la natural en el total de estadios y mejora calidad en algunos
estadios del desarrollo temprano.
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Figura 1. Evaluacién morfoldgica de embriones. A: morfologia
embriones grupo control, B: morfologia embriones grupo CLA,
C: comparacion embrioblasto uniforme (izquierda), embrioblasto
disperso (derecha).

Embryo morphological evaluation. A: Embryo morphology
in control group, B: Embryo morphology in CLA treated group, C:
comparison of uniform embryoblast (left) and dispersed embryoblast
(right).
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