
RESUMEN

Objetivo. Determinar el efecto de la suplementación con alanina y glicina en el medio
de cultivo sobre el porcentaje de clivaje de embriones bovinos, bajo condiciones de alta
(20%) y baja (7%) tensión de oxígeno. Materiales y métodos. Los embriones fueron
producidos a partir de oocitos madurados in vitro en M-199 suplementado con hormonas
e inseminados con semen criopreservado; los cigotos fueron cultivados en medio CR1-
AA. Al momento del cultivo se adicionaron alanina y glicina (5 mM y 10mM final
respectivamente). Se usaron 4 tratamientos (T1: aminoácidos y baja tensión de oxígeno;
T2: aminoácidos y alta tensión de oxígeno; T3: no aminoácidos y baja tensión de oxígeno;
T4: no aminoácidos y alta tensión de oxígeno). El clivaje fue evaluado a las 48 hpi
(horas post inseminación) evaluándose el número de embriones clivados sobre el total
de embriones cultivados y el estadío de desarrollo (no clivados, 2, 4, 5-8 células). Se
usó el programa estadístico STATISTICA (versión 5.0). Resultados. El porcentaje de
embriones de 5-8 células en el tratamiento 1 respecto a los otros 3 tratamientos fue
mayor (p= 0.007). Conclusiones. Los aminoácidos alanina y glicina son fundamentales
para los clivajes iniciales y en bajas tensiones de oxígeno se aumenta la proporción de
embriones competentes hasta las 48hpi.
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ABSTRACT

Objective. To determine the effect of supplementation with alanine and glicyne in vitro

culture systems on the cleavage rate of bovine embryos under conditions of high (20%)
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and lower (7%) oxygen tension. Materials and methods. The embryos were produced
from oocytes matured in vitro in M-199 supplemented with hormones and inseminated
with cryopreservated semen; the zygotes were cultivated in CR1-AA medium. At culture
moment alanine and glicyne were added (5 mm and 10mM final respectively). Four (4)
treatments were used (T1: amino acids and low oxygen tension; T2: amino acids and
high oxygen tension; T3: non amino acids and low oxygen tension; T4: non amino acids
and high oxygen tension). The cleavage was evaluated to 48 hpi (hours post insemination)
being evaluated the number of embryos cleavaged on the total of culture embryos and
the development stage (non cleavaged, 2, 4, 5-8 cells). The statistical program
STATISTICA version 5.0 was used. Results. Embryos rate of 5-8 cells in the treatment
one regarding the other 3 ones were higher (p = 0.007). Conclusions. The amino acids
alanine, glicyne and in low oxygen tensions are fundamental for the initial cleavages
because the proportion of competent embryos increases up to 48 hpi.

Key words: Cleavage, bovines, embryos, amino acids.

INTRODUCCIÓN

La producción de embriones in vitro ha
tenido como limitante el bajo porcentaje
de embriones que se desarrollan hasta
estadíos aptos para transferencia o
congelación (1). Éste bajo desarrollo se
debe al bloqueo que ocurre en los
embriones bovinos durante el paso de 8
a 16 células (cuarto clivaje) (2), el cual
ha sido asociado a factores como la
producción de especies reactivas de
oxígeno (ROS) (3) y a bajos niveles de
barredores (4). Las especies reactivas
de ox ígeno (ROS) son produc idas
normalmente durante el proceso de
resp i rac ión mi tocondr ia l  en  las
b lastómeras durante e l  desarro l lo
embrionario (5). Estas son controlados
endógenamente por un sistema de
barredores que incluye el glutatión (GSH),
peroxidasas, catalasas, vitaminas y
aminoácidos (6). Sin embargo, debido a
que los embriones producidos in vitro son
somet idos a tensiones de oxígeno
elevadas (20%), comparadas con las
cond ic iones  i n  v ivo  de l  ambiente
ov iducta l  y  uter ino  las  cua les  se
encuentran en un rango de 5 - 9% por
lo que se producen niveles altos de ROS
que conllevan al bloqueo del clivaje y la
muerte del embrión por apoptosis  (7).
En el oviducto se encuentran diferentes

tipos de moléculas importantes para el
mantenimiento y desarrollo del embrión
durante los primeros clivajes (8).

Los aminoácidos están entre los más
importantes reguladores del desarrollo  pre-
implantatorio y por lo tanto son un
constituyente crucial de los medios de
cultivo. La inclusión de aminoácidos
específicos en el medio de cultivo ha
mostrado una buena respuesta del embrión
que ha permitido superar el bloqueo
embrionario observado en muchas especies
(9). Alanina y glicina son dos aminoácidos
no esenciales (6) que merecen importancia
ya que en el perfil de aminoácidos del tracto
reproductivo de las hembras mamíferas
presenta muy altas concentraciones, por
lo cual se cree que cumple funciones
importantes durante las etapas del
desarrollo temprano, y se sabe que mejoran
de producción de blastocistos (10).

Los embriones que se desarrol lan
sincrónicamente, superan el bloqueo y
alcanzan el estadío de blastocisto a los 7
días posfecundación y se denominan
competentes (11). Aquellos atrasados en
los clivajes y que no son capaces de
superar el bloqueo se conocen como no
competentes (12). La competencia es una
cual idad que se adquiere desde la
maduración del oocito, el cual almacena
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nutrientes y moléculas que soportan las
necesidades metabólicas de los primeros
clivajes del embrión (13). Aunado a esto,
la presencia de ciertas moléculas
(aminoácidos, vitaminas, factores de
crecimiento) en el entorno favorece el
desarrollo y la competencia del embrión.

El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto sinérgico de los aminoácidos
alanina y gl icina sobre los cl ivajes
iniciales de embriones bovinos producidos
in vitro bajo condiciones de alta (20%)
y baja (7%)  tensión de oxígeno.

MATERIALES Y MÉTODOS

Sitio de estudio. Medellín, Colombia.
Temperatura promedio: 24ºC, altitud:
1200 msnm.

Recolección de oocitos y producción
de embriones in vitro. Los oocitos
fueron extraídos de ovarios de vacas
entre 3-5 años de edad, esto se ajustó
al promedio aproximado de edad que sigue
los criterios de evaluación de canales del
s i s tema ICTA,  las  cua les  fueron
provenientes de la planta de beneficio
local. Los ovarios fueron transportados
hasta el laboratorio en solución salina
(NaCl 0.9%) a 38ºC y fueron  procesados
dentro de las tres pr imeras horas
después de su recolección.

Para la obtención de los oocitos, fueron
aspirados los folículos entre 2-6 mm de
diámetro con una jeringa de 10ml y una aguja
calibre 18, el fluido folicular con los complejos
cúmulos-oocito (CCOs) fue recuperado y
puesto en tubos de centrífuga de 50 ml. El
fluido recuperado se dejó sedimentar
durante 20 minutos dentro de la incubadora.
Luego de la fracción celular se recuperaron
los CCOs de excelente calidad (Grado I)
(14), teniendo en cuenta los CCOs con
citoplasma del oocito homogéneo y mínimo
tres capas de células de granulosa
compactas rodeando el oocito.

Maduración in vitro. Los oocitos fueron
puestos en M-199 suplementado con
10% de SFB, 5 UI/ml hCG, 0.02 mg/ml
FSH y 0.005 mg/ml 17 ß-estradiol, e
incubados por 24 horas a 39ºC, 5% CO2

en aire (20% de oxígeno) y humedad
relativa mayor a 95%.

Fertilización in vitro. Los oocitos
madurados (est imado por t inción
fluorescente de Hoechst para la expulsión
del primer cuerpo polar) fueron lavados y
puestos en medio de fertilización TALP
(Tyrode’s albumina lactato piruvato) (15).
Los oocitos fueron inseminados con semen
criopreservado previamente descongelado
a 37ºC y seleccionado por la técnica de
doble gradiente de percoll (16), y diluido
a una concentración de 1 millón de
espermatozoides/ml. La interacción
oocitos-espermatozoides se permitió por
18 horas a 39ºC, 5% CO2 en aire ( 20% de
oxígeno) y humedad relativa mayor a 95%.

Cultivo in vitro. Los cigotos fueron
lavados y denudados de las células del
CCO y cultivados en medio de cultivo
CR1-AA (17) durante 7 días con 10% SFB
adicionado a las 48 (hpi), los cuales
fueron incubados a 39°C, en alta tensión
(5% CO2, 20 % de oxígeno, 95% de
humedad relativa) o en baja tensión de
oxígeno (mezcla de 5% de CO2, 7% de
oxígeno, 88% de nitrógeno y 100%
humedad relativa). No se realizó cambio
de medio durante todo el periodo de
cultivo. Todos los medios empleados
fueron suplementados con 1% de solución
antibiótica de penicilina-estreptomicina.
Los react ivos ut i l izados fueron de
SIGMA-Aldrich Corp, St. Louis. U.S.A,
excepto el SFB de Gibco Corp y hCG
comercial.

Tratamientos. Los aminoácidos se
adicionaron al momento del cultivo, su
concentración (alanina 5 mM y glicina
10 mM) fue establecida según previas
investigaciones en donde el uso de estos
mejoraron el desarrollo embrionario (10).
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Para cada tratamiento se util izaron
mínimo 20 embriones con 4 réplicas cada
uno. T1. Aminoácidos y baja  tensión de
oxígeno (7%), T2. Aminoácidos y alta
tensión de oxígeno (20%), T3. No
aminoácidos y baja  tensión de oxígeno
(7%), T4. No aminoácidos y alta  tensión
de oxígeno (20%).

La evaluación del clivaje fue determinada
por observación directa de los embriones
bajo estereomicroscopio a las 48 hp0i
registrando el número de embriones en
cada estad ío  de acuerdo con los
siguientes criterios: No clivado 1 célula;
1er clivaje 2 células; 2do clivaje 4
células; 3er clivaje 5-8 células.

Análisis estadístico. Se realizó un diseño
aleatorizado desbalanceado. Se realizaron
análisis descriptivo y para la diferencia
entre tratamientos se aplicó la prueba de

Tukey. Para el análisis de los resultados
se utilizó el programa STATISTICA (versión
5.0).

Aspectos éticos. Los procedimientos
fueron evaluados y aprobados por el comité
de ética de la Universidad de Antioquia.

RESULTADOS

El tratamiento 1 presentó el mayor
porcentaje de embriones en estadío de
5-8 células y una tendencia a obtener
mayor porcentaje de clivaje (Figura 1).
Los tratamientos 2, 3 y 4 presentaron
menor porcentaje de embriones en
estad ío  de  5-8 cé lu las  (p> 0.05)
respecto  a  los  demás estad íos
embrionarios y una tendencia a tener un
mayor porcentaje de embriones sin clivar
(Figuras 2, 3 y 4).

Figura 1. Porcentajes de clivaje para el T1
(ala, gly y 7% O2)

Figura 2. Porcentajes de clivaje para el T2
(ala, gly y 20% O2)
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Figura 3. Porcentajes de clivaje para el T3
(no ala, no gly y 7%  O2)

Figura 4. Porcentajes de clivaje para el T4
(no ala, no gly y 20% O2)
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Figura 5. Efecto de los diferentes tratamientos sobre los porcentajes de clivaje a las 48 hpi.

DISCUSIÓN

En este trabajo se encontró que los
embriones del tratamiento 1 presentaron
un mejor desarrollo (porcentaje de
embriones entre 5-8 células) respecto a
los demás tratamientos (p> 0.05) respecto
al tratamiento 4 (Figura 5). Esto podría
explicarse por el efecto sinérgico de los
aminoácidos alanina y glicina y a la tensión
de oxígeno baja. Investigaciones previas
proponen tres posibles modos de acción
de los aminoácidos entre los cuales se
incluyen la regulación del metabolismo
energético, osmolitos y buffers internos
(18). También se sabe que alanina y glicina
part ic ipan en rutas metaból icas
importantes para el mantenimiento de la
competencia del embrión. La glicina es
constituyente del glutatión, el cual es el
principal barredor de especies reactivas
de oxígeno. Además, glicina y β-alanina
son considerados osmolitos orgánicos o
zwiteriónicos que protegen contra el daño
por cambios en la osmolaridad, que son
causados por la acumulación de NaCl
durante el cultivo (19). De igual forma la
glicina ayuda a mantener el equilibrio
acido-base y la estabi l idad del pH
intracelular. La alanina por su parte, es un
aminoácido con alta tasa de recambio y
considerado  como un  importante
osmoprotector (19).

Los resultados de los tratamientos con alta
tensión de oxígeno en donde el porcentaje
de embriones competentes fue menor,
puede explicarse ya que se sabe que las
altas concentraciones de oxígeno (20 %)
son detrimentales para el desarrollo (20,
21). Adicionalmente, bajo las condiciones
de alta tensión, hay producción de ROS
los cuales pueden reaccionar con los
polipéptidos y lípidos de membrana,
resultando en daño celular por inactivación
enzimática y peroxidación lipídica (22).
También se conoce que en los embriones
bovinos producidos in vitro en tensiones
altas de oxigeno (20%), el H2O2 se produce
endógenamente y se acumula en las
blastómeras que no son capaces de
barrerlo, lo que ocasiona muerte celular
por apoptosis (7). A diferencia de lo
encontrado previamente por Moore y
Bondioli (23), en donde alanina y glicina
mejoraron el desarrollo de embriones
bovinos producidos in vitro en una tensión
de oxígeno alta, en el presente estudio
solamente se encontró diferencia
significativa cuando se utilizó una tensión
de oxígeno baja (T1), lo cual indica que el
efecto del estrés generado por las ROS no
puede ser contrarrestado solamente por
una ruta dependiente de alanina y glicina,
sino que los embriones utilizan diferentes
mecanismos para mantener el equilibrio
intracelular.
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En el tratamiento 2, los resultados
obtenidos de bajos porcentajes de
embriones competentes de 5-8 células
se dieron posiblemente porque la alta
tensión de oxígeno pudo desencadenar
estrés oxidativo,  el cual generaría
perturbaciones en diferentes rutas
metabólicas  del embrión,  lo que le
impidió responder eficazmente ante esta
agres ión med ioambienta l .  En e l
tratamiento 3 no hubo estrés oxidativo
por la tensión de oxígeno. Sin embargo,
los  porcenta jes  de  embr iones
competentes se mantuvieron bajos. Esto
indica que aunque el estrés oxidativo sea
bajo, los aminoácidos alanina y glicina
fueron importantes para el clivaje y
desarrollo de los embriones bovinos. En el
tratamiento 4 también se encontraron
bajos porcentajes de embriones
competentes, posiblemente porque hay un
efecto combinado de la alta tensión de
oxígeno aunado a la deficiencia de alanina
y glicina, lo cual posiblemente fue un
limitante para el desarrollo temprano.

En la producción in vitro de embriones
bovinos un factor importante es la
estabilidad de los embriones, determinada
entre el número de cigotos cultivados
respecto a los clivados. Esta mayor
estabi l idad fue encontrada en el
tratamiento 1, en donde del total de
embriones cultivados, un alto porcentaje
de los mismos alcanzó el estado de 5-8
células mientras que para los tratamientos
T2, T3, T4, del total de embriones
cultivados, el porcentaje de embriones
encontrados en 5-8 células a las 48 hpi
fue menor (p<0.05) (Figura 5).

Cuando se evaluaron los tratamientos en
cada porcentaje de clivaje (Figura 5),
para el porcentaje de clivaje de 5-8
células se encontró una diferencia a favor
del tratamiento 1 con respecto al  4
(p<0.05) .   La  comparac ión ent re
tratamientos a las 48 hpi ,  no fue
significativa en las proporciones de
embriones entre los estadíos de 1 hasta
4 células  (p>0.05).   Sin embargo se
observó una c lara  tendenc ia  de l
t ra tamiento  1  a  presentar  mayor
porcentaje de embriones en los estadíos
avanzados ( 5-8 células) respecto a los
demás tratamientos que presentaron
tendencia a producir mayor porcentaje
de cigotos no clivados y embriones en
estadío de 2 células a las 48 hpi. Esto
indicó una falta de competencia de los
embriones de los tratamientos 2, 3 y 4,
ya que se espera que un embrión
competente alcanzara el tercer ciclo
celular en el momento en que se realizó
la evaluación (48hpi) (11).  La proporción
de embriones entre 5-8 células fue mayor
en el tratamiento 1 (alanina, glicina y
baja tensión), respecto al 4 (no aa y
alta tensión). Esto demostró que hubo
un efecto sinérgico positivo para los
primeros clivajes y el desarrollo de los
embriones bovinos producidos in vitro de
la presencia de alanina y glicina en el
medio simultáneamente con la baja
tensión de oxígeno.

Se concluye que los aminoácidos alanina
y glicina son fundamentales para los
clivajes iniciales y en bajas tensiones de
oxígeno se aumenta la proporción de
embriones competentes hasta las 48hpi.
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