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Resumen

La colina es un micronutriente vital para la formacion de fosfolipidos y betaina. El presente estudio
tuvo como objetivo determinar los efectos de la suplementacién de 1.8 mM de colina en el medio de
cultivo in vitro sobre el contenido lipidico de embriones en tres diferentes fases de desarrollo
embrionario (4, 8 y >10 células) en tres tiempos de coleccidon después de fertilizacién (38, 51 y 63
horas), respectivamente. Se analizaron 164 embriones entre los dos tratamientos, 98 para el medio
de cultivo SOF-BE2 + 1.8 mM de colina y 66 para el medio de cultivo SOF-BE2 (control). Se encontraron
diferencias (P < 0.05) en el tamafio de embriones, los suplementados con colina presentaron un area
promedio de 265611 pum? y los del tratamiento control 251930 pm? siendo los embriones
suplementados con colina un 5.16% mas grandes con base en el drea embrionaria, aun asi, no hubo
diferencias (P > 0.05) entre los tratamientos y la etapa de desarrollo del embrién. No existieron
diferencias (P > 0.05) en la maxima intensidad de fluorescencia entre tratamientos ni etapas de
desarrollo. La media de fluorescencia (contenido de lipidos) no presenté diferencias (P > 0.05) entre
tratamientos; pero, hubo diferencia (P < 0.05) en la acumulacién de lipidos en embriones de ocho
células entre tratamientos. Embriones de ocho células suplementados con colina tuvieron 26% menos
lipidos que los embriones del tratamiento control. Se usé el indicativo de la relacidn entre la media de
fluorescenciay el drea para confirmar los resultados, donde se obtuvo diferencia (P <0.05) en la misma
etapa de desarrollo entre tratamientos. Se concluye que la suplementacién con colina genera una
reduccion del contenido lipidico en embriones en la etapa de desarrollo de ocho células y se puede
deber a la activacién del genoma embrionario ligado a la participacidon de colina en la formacién de
fosfolipidos presentes en esta misma etapa de desarrollo.

Palabras clave: Betaina, embridn, fosfolipidos, gotas lipidicas, inmunotincién, produccién in vitro.
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Abstract

Choline is a vital micronutrient that is used for the formation of phospholipids and betaine. This study
aimed to determine the effects of 1.8 mM choline supplementation in in vitro culture medium on the
lipid content of embryos at three different stages of embryonic development (4, 8 and >10 cells) at
three collection times after fertilization (38, 51 and 63 hours), respectively. A total of 164 embryos
were analyzed between the two treatments, 98 for SOF-BE2 + 1.8 mM choline culture medium and 66
for SOF-BE2 culture medium (control). There were differences (P < 0.05) in embryo size, those
supplemented with choline presented an average area of 265611 um? and the control treatment
251930 um?, being the embryos supplemented with choline 5.16% larger based on embryo area. Even
so, there were no differences (P > 0.05) between treatments and embryo development stage. There
were no differences (P > 0.05) in maximum fluorescence intensity between treatments and
developmental stage. Mean fluorescence (lipid content) showed no difference (P > 0.05) between
treatments; however, there was difference (P < 0.05) in lipid accumulation in 8-cell embryos between
treatments. The 8-cell embryos supplemented with choline had 26% less lipids than the control
treatment embryos. The indicative of the ratio of mean fluorescence to area was used to confirm the
results, where difference (P < 0.05) was obtained at the same developmental stage between
treatments. It is concluded that choline supplementation generates a reduction of lipid content in
embryos at the 8-cell stage of development and may be due to the activation of the embryonic
genome linked to the participation of choline in the formation of phospholipids present at this same
stage of development.

Keywords: Betaine, embryo, in vitro production, immunostaining, lipid droplets, phospholipids.
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Introduccion

El interés en técnicas biotecnoldgicas que contribuyan a la mejora en la productividad en los
sistemas de produccién animal ha incrementado en las Ultimas décadas, ya que, con la creciente
demanda y competencia del mercado surge como necesidad la mejora de los mecanismos de
produccidn. El principal objetivo de utilizar biotecnologias en la ganaderia radica en la necesidad de
intensificar el mejoramiento y multiplicacién de razas e individuos sobresalientes genéticamente. El
uso de la fertilizacion in vitro (FIV) permite acelerar los procesos reproductivos, ademds, estudiar a
profundidad técnicas de manipulacién genética como conservacién zoo genética y caracterizacion de
genes de interés (Uffo, 2011).

Se han utilizado estrategias para mejorar el rendimiento reproductivo en vacas a través de la
alteracion de la composicidn nutricional de las dietas (Santos et al., 2008), lo que ha permitido explorar
a su vez esos suplementos en medios artificiales para replicar procesos naturales dentro del
laboratorio. El interés del uso de suplementos en el cultivo de embriones es cada vez mayor debido a
qgue el medio de cultivo con algunos suplementos puede aumentar la tasa de prefiez (Estrada et al.,
2019), ya que, los embriones producidos in vitro tienen menos probabilidades de establecer el
embarazo que in vivo (Ferraz et al., 2016).

La colina es un componente del metabolismo que tiene el potencial de funcionar como un
agente de programacion del desarrollo embrionario en el periodo preimplantacional. A su vez, es una
amina cuaternaria con tres grupos metilo que es un precursor de la fosfatidilcolina y la acetilcolina
gue actla como donante de metilo a través de la formacion de metionina y S-adenosilmetionina. La
colina fue uno de los componentes mas identificados en el metaboloma (conjunto de metabolitos
presentes en un tejido o célula en un momento determinado) del liquido uterino (Caudill, 2010);
(Freedman et al., 2022; Glier et al., 2014; Tribulo et al., 2019), situacidon que hace a esta molécula
particularmente interesante como ingrediente en los medios utilizados dentro de la produccién de

embriones in vitro.
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Ademas de su rol en la regulacidon genética y programacién embrionaria, la colina es
precursora de moléculas lipidicas importantes. La mayoria de las membranas estan constituidas por
fosfolipidos como la fosfatidilcolina y sus concentraciones y patrones de distribucidn influyen
directamente en la crio-supervivencia embrionaria, la fluidez, la permeabilidad y el comportamiento
de la fase térmica y el éxito del embarazo (Ghanem et al., 2014).

Los lipidos se almacenan en la célula como triacilgliceroles y ésteres de esteroles en organulos
llamados gotas de lipidos o gotas lipidicas (LP) (lbayashi et al., 2021). Las caracteristicas del
metabolismo lipidico podrian estar relacionadas con factores como la calidad y viabilidad del embrién
(Ghanem et al., 2014; Milazzotto et al., 2020). Las gotas lipidicas son dindmicas y pueden cambiar en
numero, tamaiio o posicién dentro del citoplasma (Ibayashi et al., 2021).

Parece que tener una sobreabundancia de fosfolipidos resulta positivo para la crio-
preservacion. De hecho, el proceso de cultivo in vitro induce la acumulacién de gotas lipidicas en los
blastémeros, lo que da susceptibilidad y estimula el metabolismo oxidativo y la oxidacion de acidos
grasos (Janati et al., 2022). Las mayores cantidades de gotas citoplasmaticas y su distribucién en los
lipidos de membrana de los embriones de FIV se relacionan con reducciones en la viabilidad y la
capacidad de crio-supervivencia (Annes et al., 2019). Se ha sugerido que los embriones de PIV son
menos resistentes a la congelaciéon lenta (método de crio-preservacion) que los embriones producidos
in vivo debido a la mayor cantidad de lipidos presentes en los embriones de FIV (Abe et al., 2002). Las
principales fuentes de energia embrionaria son los hidratos de carbono y los lipidos (Bradley et al.,
2016).

El metabolismo energético en las primeras etapas y clivajes es lento, hasta que el embrién
inicia la activacién del genoma embrionario en la etapa celular 8/16 (Lima et al., 2018), entonces, se
produce una demanda exponencial de energia cuando se inicia la diferenciaciéon y proliferacién
celular, debido a la formacién de blastocele y eclosidon (Milazzotto et al., 2022). En la etapa de

blastocisto, la demanda de energia varia entre la masa celular interna (MCI) y el trofectodermo (TE)
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(Chi et al., 2020), durante el desarrollo embrionario, la morfologia y el nimero de gotas lipidicas (GL)
pueden cambiar para almacenar mas lipidos o las etapas secuenciales de embriogénesis (lbayashi et
al., 2021; Sudano et al., 2016). La distribucion de las GL pueden reflejar el estado metabdlico de un
embrién (Lipinska et al., 2023).

Teniendo en cuenta lo anterior, el metabolismo de los lipidos internos del embrién cambia
con respecto varia la etapa de desarrollo del embrién. Los perfiles lipidicos del embridén en el primer
y segundo clivaje mantienen estrecha relaciéon con el perfil lipidico de los ovocitos madurados, sin
embargo, en etapas entre 8 y 16 células, cuando ocurre la activacion del genoma embrionario, el perfil
lipidico cambia drasticamente (Andrade y Poehland, 2021).

Se han intentado diferentes estrategias de suplementacion en medios de cultivo para reducir
el contenido lipidico dentro de los embriones, usando compuestos tales como: trans-10 cis-12 acido
linoleico conjugado y L-carnitina, compuestos que hacen parte en rutas oxidativas de acidos grasos
(Zolinietal., 2019). Se ha demostrado que la suplementacién in vivo de colina protegida para el rumen
en vacas lecheras reduce el contenido de triacilglicerol en células del higado y ayuda en la movilizacion
de acidos grasos en vacas con higado graso (Arshad et al., 2023). Existen indicios de que suministrar
colina en el medio de cultivo puede reducir el contenido de gotas lipidicas dentro del embrién por su
funcién asociada al transporte de lipidos y expresién genética (Potts et al., 2023).

Dados los beneficios que se han mencionado con anterioridad al suministrar colina protegida
para el rumen, y los roles vitales que cumple colina en rutas fisioldgicas, se establecieron los siguientes
objetivos con base en la suplementacién de colina en medio de cultivo in vitro.

El objetivo de este estudio fue analizar y comparar los cambios en la acumulacién de gotas
lipidicas en embriones que fueron suplementados con colina (1.8 mM) en el medio de cultivo, con
embriones que fueron cultivados en medio de cultivo tradicional (SOF-BE2), teniendo en cuenta que
se colectaron embriones en tres etapas de desarrollo diferentes (4, 8 y >10 células) en tiempos de

coleccién especificos después de fertilizaciéon (38, 51 y 63 horas), respectivamente.
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Materiales y Métodos

Localizaciéon

El estudio se llevd a cabo entre febrero y abril de 2024 en las instalaciones del Laboratorio de
Embriones Bovinos de la Universidad de Florida, ubicado en el Departamento de Ciencias Animales en
la ciudad de Gainesville, Florida, USA. El proceso de FIV (Fertilizacién in vitro) se realizé dentro del
espacio especializado de FIV del Laboratorio de Embriones Bovinos.
Disefo Experimental

Se utilizé un Disefio Experimental Completamente Aleatorio (DCA) con cinco repeticiones por
tratamiento utilizando el modelo lineal generalizado (GLM). El experimento tuvo dos tratamientos
(TRT1 - 1.8 Mm colina, TRT2 (Control) - 0 mM) que se midieron en tres diferentes estadios de
desarrollo embrionario (4 células, 8 células, >10 células) correspondientes a tres tiempos diferentes
de cultivo (38 h, 51 h, 63 h), respectivamente. Se realizaron cinco repeticiones del experimento. La
cantidad de embriones asignados a un tratamiento en cada repeticion fue dependiente de la calidad
de los 6vulos extraidos de ovarios de vacas faenadas, por consiguiente, la homogeneidad de los
embriones y su calidad depende de factores externos al experimento, lo que influyé en el nimero de
embriones colectados por repeticion. No hubo igualdad numérica en los embriones analizados por

repeticidon (Cuadro 1).
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Cuadro 1

Disefio Experimental: tratamientos, horas de cultivo y nimero minimo de embriones por repeticion.

T1 (0 mM colina) Horas en cultivo Embriones T2 (1.8 mM colina) Horas en cultivo  Embriones
38 2 38 8
R1 51 1 R1 51 3
63 3 63 3
38 5 38 12
R2 51 6 R2 51 9
63 0 63 6
38 4 38 6
R3 51 2 R3 51 6
63 12 63 2
38 3 38 3
R4 51 1 R4 51 7
63 5 63 8
38 8 38 8
R5 51 8 R5 51 10
63 6 63 7
Total 66 98
Materiales
Equipos y Reactivos

Placa de 96 espacios: BD Falcon®, cat. # 353912, o equivalente.

BODIPY 493/503: Thermo Fisher®.

Hoescht 33342: Sigma-Aldrich®, cat. # B2261.

Reactivo antifade ProLong® Gold: Sondas moleculares Invitrogen, cat. # P36934.

Microscopio de fluorescencia: Microscopio fluorescente configurado con excitacién 400-500
nm y emision 515 nm.
Soluciones

Solucion Madre DPBS

Para preparar 100 mM PO, pH 7.4, afiadir fosfato sédico monobdsico (Solucién 1a) a 300 mL
al fosfato de sodio dibasico hasta que el pH alcance 7.4. Aproximadamente, 100 mL de fosfato sédico

monobadsico se agrego a la solucidn.
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Solucién 1a. 100 mM de fosfato sédico monobdsico (NaH,P0,4.2H,0) 13.8 g NaH,PO,a 1 L de
agua bidestilada (H,O bidestilada).

Solucién 1b. 100 mM de fosfato sddico dibasico (Na;HPO,) 14.2g Na;HPO4.2H,0 a 1 L de H,0
bidestilada.

Solucién de Trabajo DPBS/PVP

Diluir 100 mM PQg, pH 7.4 con 800 mL ddH;0, afiadir 9 g de NaCl y 1.0 g de polivinilpirrolidona

(PVP), y completar el volumen a 1000 mL con agua bidestilada (ddH,0). Revisar y verificar el pH a 7.4.

4% Paraformaldehido Fijador - Agregar 500 mL 8% (M/V) de paraformaldehido a 500 mL
PBS/PVP (Dilucién 1:1)

Solucion Madre de BODIPY 493/503

Agregar 10 mL de DMSO (dimetilsulféxido) a 10 mg de polvo BODIPY (Invitrogen BODIPY™
493/503 (Cat no. D3922)), disuelva y haga alicuotas de 200 pL/tubo, almacene a -20 °C y proteger de
la luz.

Solucién de Trabajo de BODIPY 493/503

Afadir 1 pL de soluciéon madre de BODIPY 493/503 a 999 uL de DPBS-PVP.
Hoescht 33342

Preparar la soluciéon madre 1 disolviendo 25 mg de Hoechst 33342 (Sigma B2261) en 2.5 mL
de agua bidestilada (10 mg/mL). Almacenar en la oscuridad a 4 °C. En el dia de uso, prepare la solucién
madre 2 diluyendo 5 pL de la solucién madre 1 en 10 mL de PBS-PVP para producir un 5 pg/mL de
solucién. La solucion de trabajo se prepara diluyendo 200 uL de solucién madre 2 con 800 plL de PBS-
PVP (concentracion final 1 pug/mL).

Etanol

100% Etanol.
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Dia -1
Recoleccion de Ovarios

Los ovarios fueron colectados de hembras bovinas faenadas en el establecimiento de Florida
Beef Inc, ubicada a 115 km de las instalaciones del laboratorio. Se utilizé solucién salina fisioldgica (SSF
0.9% NaCl) previamente temperada a 23 °C y suplementada con 0.5 g/L y 100,000 Ul/L de
estreptomicina y penicilina. Para el transporte de los ovarios al laboratorio se usé un refrigerador
aislado con conexidn eléctrica al vehiculo para mantener constante la temperatura (23 °C) de los
ovarios y evitar choques térmicos.

Acondicionamiento de los Ovarios

En este proceso se clasificaron los ovarios por su calidad, se clasificaron en tres categorias:
buenos (>20 foliculos pequefios y medianos, no hay presencia abundante de foliculos grandes, no hay
descoloracion), marginales (<10 foliculos) y malos (<5 foliculos, foliculos extremadamente grandes,
cisticos y cuerpos luteos (CL) prominentes). Una vez se culmind la clasificacion de los ovarios, se
realizaron tres lavados con SSF 0.9% NaCl atemperada a 35 °C realizando movimientos de masajeo
fuerte para retirar la mayor cantidad de sangre en el interior de los ovarios. Los ovarios clasificados
en las ultimas dos categorias de calidad fueron descartados.

Todos los medios que se utilizaron en las etapas del proceso de produccion de embriones in
vitro (PIV) fueron preparados, atemperados y equilibrados en las incubadoras un minimo de tres horas
antes de iniciar las maniobras.

Recoleccion de los Ovocitos

Se procedio a la ejecucion de la técnica de corte o slashing (técnica de extraccidn de ovocitos
mediante incisiones con bisturi de 2 a 3 mm en ovarios con foliculos pequefios y medianos entre 2 y
8 mm), se realizd una limpieza de tejidos en el ovario, retirando acumulaciones de grasa y tejido
oviductal. Con la ayuda de pinzas tipo férceps se sujeto el ovario y posterior a la ejecucién de la técnica

de slashing se procedié a presionar de manera firme el ovario contra las paredes del recipiente tipo
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beaker previamente llenado con medio de coleccion de ovocitos Boviplus® con el cual se realizaron
alrededor de tres lavados por cada ovario para asegurar la extraccién de la mayor cantidad de ovocitos
posibles, se puede extraer alrededor de 20 ovocitos por ovario, en ocasiones alcanzando rangos entre
30 y 35 ovocitos por ovario (Hansen, 2023). El medio de coleccién de ovocitos Boviplus® estd
constituido por sales, bicarbonato, HEPES (Agente Amortiguador de Acido Sulfénico Zwitteridnico),
acido lactico y BSA (Albumina de Suero Bovino). Se desconocen las cantidades por confidencialidad
del fabricante.

Por fines de rendimientos en el proceso de FIV, para el presente estudio se utilizaron en
promedio 13 ovarios buenos por cada repeticidn. Posterior a la ejecucién de la técnica de slashing se
atempero el medio con los ovocitos extraidos mientras se preparaba el material para la etapa de
filtrado.

Se utilizé un filtro celular de 100 um para separar los ovocitos del medio de coleccidn. Se
limpio el filtro sobre una placa Grid de busqueda atemperada y se limpid el filtro con ayuda de una
jeringa, empleando el mismo medio de coleccién.

A continuacidn, se realizé la busqueda y clasificacidon de ovocitos en estereoscopio a 4x. Los
ovocitos de grado 1y 2 (grado 1: poseen tres a cuatro capas de células del cumulus oophorus; grado
2: poseen dos a tres capas de células del cumulus oophorus zona pellcida integra y citoplasma
homogéneo y oscuro) fueron lavados al menos tres veces en medio HEPES-TALP (Cuadro 2) con el

objetivo de eliminar fluido folicular, restos histolégicos y otros detritus.
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Cuadro 2

Composicion del medio de lavado HEPES-TALP.

Ingredientes Cantidad
HEPES-TP Solucidn Base 500 mL
BSA, Fraccién V 15¢g
Gentamicina 375 uL
Na-piruvato 5mL
pH 73-74
Osmolaridad 255 -270
Tiempo de Almacenamiento (Meses) 3
Temperatura (°C) 4

Nota. BSA, fraccidn V: albumina de suero bovino fraccidn cinco; se realiza filtrado con Nalgene™ Rapid Flow™ con membrana de

polietersulfona (PES) de 0.2 um, medicion de pH y osmolaridad; HEPES- TALP solucidn base (Anexo A).

Se colocaron 10 ovocitos/gota en gotas de 50 pL para una relacidn final de un ovocito/5 plL de
medio de maduracioén. Se utilizaron platos Petri de 60 x 15 mm cada uno con 19 gotas. Las gotas fueron
cubiertas con 7.5 mL de aceite mineral con el objetico de evitar la deshidratacion de los medios, ya
que el proceso de incubacidon con maxima humedad relativa, las microgotas por presentar una alta
relacién superficie/volumen, tienden a deshidratarse durante la incubacién (Jirén y Mendoza, 2022),
ademads le brinda soporte y sostenibilidad a las microgotas. Las placas de maduracion fueron
preparadas con un minimo de tres horas antes de la maniobra y puestas a equilibrar en la incubadora.
Los ovocitos se maduraron in vitro durante 21-23 horas a 38.5 °Cy 5% CO; y saturacién de humedad
en un medio de maduracion de ovocitos propio del laboratorio de embriones bovinos de UF (Hansen,

2022) (Error! Reference source not found.
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Composicion del medio de maduracion (OMM,).
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Ingredientes Cantidad
TCM 199 86.926 mL
FBS 10 mL
PEN/STREP 1mL
Na-piruvato ImL
Glutamax 1mL
pH 73-7.4
Osmolaridad 260 - 270
Tiempo de Almacenamiento (Meses) 1
Temperatura (°C) 4

Nota. TCM 199: medio suplementado de cultivo de tejidos 199; FBS: suero fetal bovino; PEN/STREP: penicilina y estreptomicina; se realiza

filtrado con Nalgene™ Rapid Flow™ con membrana de polietersulfona (PES) de 0.2 um, medicion de pH y osmolaridad.

Dia 0

Fertilizacion in vitro (FIV)

Posterior al tiempo de maduracion (21-23 horas se cuentan a partir de la colocacién del plato

de maduracion en la incubadora), se procedié a realizar el proceso de fecundacion de los ovocitos. Se

verificaron las caracteristicas de los ovocitos madurados (expansidon de las células del cumulus

oophorus, homogeneidad y presencia/ausencia de patdgenos). Una vez se verificaron estos aspectos,

se procedio a lavar tres veces los ovocitos maduros en el medio HEPES-TALP descrito, posteriormente,

los ovocitos fueron trasladados en un plato Petri 35 mm previamente cargado con 1700 uL de medio

de fecundacién IVF-TALP (Cuadro 4) y equilibrado tres horas antes en la incubadora 38.5 °C y 5% CO>

y saturacion de humedad.
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Cuadro 4

Composicion del medio de fertilizacion IVF-TALP.

Ingredientes Cantidad
IVF-TP Solucién Base 100 mL
EFAF BSA 06g
Gentamicina 50 pL
Na-piruvato 1000 pL
Heparina 1000 pL
pH 73-74
Osmolaridad 280-300
Tiempo de Almacenamiento (Meses) 1
Temperatura (°C) 4

Nota. EFAF BSA: albumina de suero bovino libre de acidos grasos para embriones; se realiza filtrado con Nalgene™ Rapid Flow™ con
membrana de polietersulfona (PES) de 0.2 um, medicién de pH y osmolaridad; IVF-TALP solucién base (Anexo B)
Acondicionamiento del Semen por Centrifugacion en Gradientes PureSperm® 40% - 80%

El objetivo principal del acondicionamiento del semen es eliminar diluyentes, células muertas
y plasma seminal (Jirén y Mendoza, 2022). Los ovocitos maduros fueron fecundados con el semen de
un grupo de tres toros diferentes (disminuye la probabilidad de ovocitos no fecundados por mala
calidad de semen). El proceso de capacitado se hizo utilizando la técnica de gradientes de
concentracion 40%-80% (PureSperm®) colocando por soto-posicién el gradiente 80% (1.5 mL) en la
parte inferior del tubo y en la parte superior el gradiente 40% (1.5 mL) de tal manera que se formen
dos fases; este tubo se equilibré dos horas antes de la maniobra en la incubadora.
Descongelacion del Semen

El semen congelado en pajuela se descongelé en bafio maria a 35 °C, durante 45 segundos.
Después de secar las pajuelas, el semen fue depositado en la parte superior del tubo con los gradientes
de concentracién y centrifugado a 1000 g durante 10 minutos, tiempo al cual fue retirado el pellet del
fondo y colocado en la solucién de lavado (medio HEPES-TALP, 10 mL) previamente atemperada, para
ser nuevamente centrifugado a 200 g durante cinco minutos. Luego se extrajo el pellet del fondo del
tubo de lavado, se midié su volumen, para continuamente, ajustar el volumen complementario de

medio de fertilizacién al volumen del pellet para obtener un volumen final de 600 pL.
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Se calculd la concentracion espermatica/mL utilizando la cdmara de Neubauer. Una vez se
obtuvo la concentracidn espermatica se procedié a aplicar la Ecuacién 1 para determinar el volumen
de medio de fertilizacién (IVF-TALP) requerido para alcanzar una concentracion espermatica final de
1.1 x 10%/mL. Finalmente, se realizé la maniobra de fertilizaciéon agregando 120 L del esperma
acondicionado y 80 uL de PHE (penicilamina + hipotaurina + epinefrina) para contribuir en el proceso
de capacitacidn del esperma. Se verifico la existencia de motilidad en el esperma y se agité levemente
para realizar el proceso de mezcla de los espermatozoides con los ovocitos maduros.

Posterior a esta maniobra, las placas de fertilizacion fueron colocadas durante 14-16 horas en
la incubadora a 38.5 °Cy 5% CO; y saturacién de humedad.

IVF — TALP (VOLUMEN) = (17.647 x #£ESPERMAS) — 600 [1]

Dia1l
Cultivo in vitro

Eliminacion de las Células del cumulus oophorus.

Después de la fertilizacion, los presuntos cigotos se denudaron utilizando hialuronidasa
atemperada + 300 puL de medio HEPES-TALP para degradar las células del cumulus oophorus y pasaron
por el vortex durante cinco minutos para asegurar la completa remocidn de las células del cumulus
oophorus.

Posteriormente, se depositd el contenido en una placa Petri X con medio HEPES-TALP en los
cuatro pozos, teniendo en cuenta que se deben realizar multiples lavados de las paredes del tuvo
eppendorf donde fueron denudados los cigotos presuntivos (observar el tubo bajo el estereoscopio
para detectar la presencia de cigotos adheridos a las paredes).

Después de obtener los cigotos putativos denudados se realizaron tres lavados con medio
HEPES-TALP y se clasificaron los cigotos presuntivos segun la condicién en la expulsion del segundo
cuerpo polar, clivaje y uniformidad citoplasmatica. Aquellos que presentaron claridad en el

citoplasma, signos de apoptosis o puntos irregulares en el citoplasma fueron descartados.
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Los embriones se dividieron aleatoriamente en dos grupos para ser cultivados durante 7 dias
en SOF-BE2 (Cuadro 5) + Cloruro de colina 1.8 mM (colina) o SOF-BE2 + cloruro de sodio 1.8 mM
(control). Las placas de cultivo fueron preparadas minimo tres horas antes de la maniobra y puestas a
equilibrar enlaincubadora a 38.5 °C, 5% de CO,, 5% de 0,,90% de N y saturacidon de humedad relativa.
El medio de cultivo se cubrid con aceite mineral.

Se prepararon placas Unicas para cada tratamiento en los tres tiempos de coleccién (seis
placas en total), con el objetivo de evitar contaminacién entre medios en el momento de la colecta,
reducir la degeneracion de los embriones hasta el momento de la colecta y evitar la apertura de las
incubadoras innecesariamente. Se colocaron tres gotas de 50 uL por placa y se realizd la distribucién
de los embriones uniformemente entre ellas. Se designd una gota por tratamiento para medir los
indices de rendimiento del PIV (% Clivaje y % Blastocistos), estos embriones no fueron colectados.
Cuadro 5

Composicion del medio de cultivo SOF-BE2.

Ingredientes Cantidad
SOF-BE2 Solucion Base 50 mL
EFAF BSA 02g
GLUTAMAX 250 pL
Na-piruvato 1000 pL
Myo-inositol 500 pL
Citrato de Sodio 500 pL
AA No-Esenciales 500 pL
AA Esenciales 1000 uL
Gentamicina 125 uL
pH 73-74
Osmolaridad 260-270
Tiempo de Almacenamiento (Meses) 1
Temperatura (°C) 4

Nota. AA: Aminoacidos; se realiza filtrado con Nalgene™ Rapid Flow™ con membrana de polietersulfona (PES) de 0.2 um, medicién de pH

y osmolaridad; SOF-BE2 solucién base (Anexo C)
Preparacion de los Tratamientos

Para las preparaciones de los tratamientos, una alicuota congelada de un tratamiento control
(cloruro de sodio 1.8 mM) o colina (Cloruro de colina 1.8 mM) se diluyé 1:100 en DPBS (Dulbecco’s

Phosphate Buffered Saline; Salina tamponada con fosfato de Dulbecco). A continuacion, se diluyé 1:10
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anadiendo 5 pL de control o tratamiento con colina a una gota de 45 uL de medio de cultivo SOF-BE2
a tres gotas flotantes con un volumen final de 50 plL por gota. El maximo de cigotos que fueron
colocados por gota fue de 30 para tener una relaciéon final de 1.66 uL de medio por cada cigoto
presuntivo en la maxima capacidad de la gota. La concentracién final en la gota serd de 1.8 mM
adicionales de cloruro de sodio para el control y 1.8 mM de Cloruro de colina para el tratamiento de
la colina. La concentracion de colina fue asignada con base a los resultados de (Estrada et al., 2020).
Coleccion y Fijado de Embriones

Los embriones se colectaron a las 38 (>4 células), 51 (>8 células) y 63 horas (>10 células) de
iniciado el periodo de cultivo de ambos grupos de tratamiento y se fijaron en una solucién de
paraformaldehido al 4%. Para el proceso de fijacion, se seleccionaron los embriones que tuvieran
caracteristicas integrales de calidad (homogeneidad en el tamafio de las células y citoplasma oscuro)
y que cumplian con el nimero de células ideal estimado en el objetivo del estudio.

Posteriormente, se lavaron tres veces en gotas de 100 uL de DPBS y se trasladaron a una gota
de paraformaldehido al 4% (PFA) durante 15 minutos, pasado este tiempo, se repitié el proceso de
lavado y se almacend los embriones fijados en placas de 96 cavidades previamente rotuladas,
sumergidos en 100 pL de DPBS a 4 °C sin exposicion a la luz. Se repitid este proceso para los tres
tiempos de coleccién, por ende, embriones en las tres etapas de desarrollo.

De manera paralela, se sumergieron cinco a seis embriones, con condicién equivalente a los
anteriores, en etanol 70% durante 30 minutos, con el fin de degradar los lipidos en el interior del
embrién. Posteriormente se replicd el proceso de fijacidn anteriormente descrito. El propésito de
estos embriones fue tener un control de la tincién de lipidos con BODIPY 493/503.

Inmunotincion

Para el proceso de inmunotincion se siguié el protocolo descrito por Yue Laboratory. Se

lavaron los embriones previamente fijados en cinco gotas de DPBS. Se realizé una dilucién de 1:1000

de la solucidn stock de BODIPY 493/503 y Hoechst 33342 y se agregaron en pozos independientes por
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tratamiento y etapa embrionaria para cada uno de los dos tintes dentro del plato de 96 cavidades de
manera que no se mezclen los embriones en ningin momento. Se trasladaron los embriones dentro
de 200 pL de la solucion funcional de BODIPY 493/503 durante una hora. Posteriormente, se realizd
otro proceso de lavado y se sumergieron los embriones en 100 pL de la solucién funcional de Hoechst
33342 durante 30 minutos. Finalmente, se sometid a los embriones por un ultimo proceso de lavado.
Montaje de Placas

El montaje se realizé usando portaobjetos para microscopio. Se colocaron dos muestras por
cada portaobjeto (tratamientos / tiempo de coleccidn). Se usaron 7 plL del anticuerpo para montaje
ProLong® Gold y se trasladaron cuidadosamente los embriones dentro de la microgota. Se cubrieron
los embriones con un cubreobjetos sin ejercer demasiada presidn para evitar la explosidon de los
embriones, se utiliza vaselina en las esquinas para evitar este suceso.
Tratamientos

Los tratamientos se clasificaron de acuerdo con la concentracion de cloruro de colina en el
medio de cultivo de los cigotos presuntivos. T1 = 1.8 mM cloruro de colinay T2 = 0 mM cloruro de
colina. Al T2 se le adicioné 1.8 mM de NaCl para igualar las condiciones osmolares ya que el cloruro
de colina es una sal que afecta este pardmetro en el medio (Cuadro 6).
Cuadro 6

Concentracion de la suplementacidon con Cloruro de colina en el medio de cultivo in vitro SOF-BE2 de

embriones.
Tratamiento Concentracion de colina
1 1.8mM
2 OomM

Mediciones y Analisis
Las mediciones se realizaron en un microscopio confocal de marca Zeiss® configurado para

operar en los canales Med Sectioning GFP Quad (exposicién 60 ms, intensidad de excitacion 20%) y
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Med Sectioning DAPI Quad (exposicidn 60 ms, intensidad de excitaciéon 50%) siguiendo el protocolo
descrito por (Hoorn, 2021). La excitacién en un rango de 400-500 nm y emisién 515 nm. Se tomaron
fotografias 3D utilizando un compendio de fotografias secuenciales de un micrémetro entre cada
captura. Las imagenes fueron exportadas del software ANDOR Q3 para posteriormente ser analizadas
con el software Imagel. Se produjo una imagen de capas Z (se unen todas las capturas en una sola
imagen de traslape). La imagen generada se analizé con la ayuda de la herramienta de medicién de
Max Intensidad de fluorescencia presente en un drea que previamente delimitada durante el proceso
de anilisis.
Analisis Estadistico

Se realizd un analisis de varianza por cuadrados minimos utilizando un modelo lineal
generalizado (GLM) con medidas repetidas en el tiempo, ademas, se realizd una prueba de rango
multiple tipo Duncan. Se uso la prueba de normalidad de Kolmogordv para ajustar los datos utilizando
dos desviaciones estandar como patrén. El modelo es descrito por los tratamientos, las repeticiones
y el tiempo, teniendo en cuenta las interacciones entre estos tres. El anadlisis estadistico se realizd
utilizando SAS® 9.4. con un nivel de significancia exigido de P < 0.05
Variables Analizadas

Se analizaron las siguientes variables:

Maxima intensidad de fluorescencia

Area embrionaria

Media (relacién entre la maxima intensidad de fluorescencia y el area embrionaria)
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Resultados y Discusion

Rendimiento del PIV

Los ovocitos fueron colectados de ovarios de vacas faenadas utilizando la técnica de “slashing”
previamente descrita. Se procesaron 11.6 ovarios y se maduraron 327.2 ovocitos en promedio entre
repeticiones. Se cultivaron 261.8 embriones en promedio entre repeticiones, obteniendo un
rendimiento de 80% entre ovocitos viables y embriones cultivados, con un descarte del 20% (Cuadro
7). Bajo las condiciones de este estudio, se obtuvo una media de 28.2 ovocitos viables y 22.56
embriones cultivados por ovario (Figura 1).
Figura 1

Tendencia de los indicadores de calidad y eficiencia del proceso de PIV por cada repeticion
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Los indices principales que se utilizan para la medicién de la calidad y eficiencia en el PIV son
el clivaje de blastémeros al tercer dia post-fertilizacién y el porcentaje de blastocistos obtenidos a los
siete dias y medio post-fertilizacién. En el presente estudio se obtuvo un promedio de clivaje entre
repeticiones de 80.84% y 33.89% para el ratio de blastocistos. Segin Amorocho (2017), dentro de los

indicadores mas relevantes para medir calidad dentro de un laboratorio de FIV esta la evaluacién de
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ovocitos viables, el porcentaje de ovocitos fertilizados, la observacién de clivaje en el dia 2y 3,y
porcentaje de blastocistos después de 7.5 dias de fertilizacion.

Los embriones fueron distribuidos para los dos tratamientos y los tres tiempos de coleccion
de forma aleatoria. El total de embriones entre los dos tratamientos y los tres tiempos de coleccién
que fueron colectados y sometidos al proceso de inmunotinciéon fue 373. La diferencia marcada entre
el total de embriones cultivados y el total de embriones inmunotefiidos (Cuadro 8) esta condicionada
la calidad de los embriones, partiendo del principio que el indice de la proporcién de blastocistos
refleja la porcién de los embriones que presentaron caracteristicas deseables y buen desarrollo
durante la etapa de cultivo. La presencia de zona pelicida compacta, uniformidad en el tamafio de los
blastdmeros y homogeneidad en el color de estos, son algunas de las caracteristicas ideales para la
coleccién de embriones para el proceso de inmunotincién y analisis. Por esto, solo 373 embriones
fueron sometidos a la tincién de los 1309 que fueron cultivados.

Dentro del grupo de los embriones sometidos a inmunotincion, se recolectaron embriones
que estaban en el rango entre 3-21 células. Se filtré exclusivamente para los embriones que
presentaban el nimero de células de interés en esta investigacion, por lo que, posterior al proceso de
filtrado, se obtuvo un total de 164 embriones. La distribucién final de embriones analizados se puede
observar en el Cuadro 8. En la Figura 2 se puede observar el resultado de la tincién de los embriones
en los dos tratamientos, donde se distingue el contenido de células dentro del embrién y la

acumulacién de gotas lipidicas.
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Figura 2
Imdgenes representativas de gotas lipidicas citoplasmdticas tefiidas con BODIPY 493/503 en
embriones de 4, 8 y >10 células cultivados en tratamiento control o en medio suplementado con 1.8

mM de colina

4 CELULAS 8 CELULAS >10 CELULAS CONTROL

Cuadro 7

indices de interés recolectados durante el proceso de PIV por cada repeticion.

L . Oocitos Embriones Clivaje .
Repeticion Ovarios Madurados Cultivados (%) Blastocistos (%)

1 13 370 287 76.6 18.3
2 13 375 256 80 30
3 11 305 278 84.6 46.15
4 10 286 240 75 25
5 11 300 248 88 50
Total 58 1636 1309 - -
Promedio 11.6 327.2 261.8 80.84 33.89
Rendimiento % 80.0

Cuadro 8

Numero de embriones inmunotefiidos vs niumero embriones analizados.

Unidad experimental Control (T1) Colina (T2)
Embriones analizados
4 células (38 horas) 22 37
8 células (51 horas) 18 35
>10 células (63 horas) 26 26
Total de embriones analizados 164

Embriones inmunotefiidos (3-21 células) 373




31

Maxima intensidad de fluorescencia

El indicador de maxima intensidad de fluorescencia hace referencia al valor mas alto
detectado por el software de analisis en una imagen determinada, en general, la maxima intensidad
de fluorescencia se mide en unidades arbitrarias de fluorescencia (UA). Se busca medir la maxima
intensidad de fluorescencia ya que es el valor mas significativo con relacién a la acumulacién de lipidos
dentro del embridon. Para determinar la cantidad de lipidos dentro del embridn, individualmente, la
intensidad de fluorescencia no es un indicador representativo porque no refleja la relacion existente
entre la maxima intensidad de fluorescencia y el area embrionaria, el tamafio del embrién determina
la cantidad de lipidos que van a estar presentes por unidad de area, lo que diluye la contundencia de
concluir exclusivamente con base en el pardmetro de la mdxima intensidad de fluorescencia, por ende,
esta relacién resulta determinante para el andlisis de los resultados.

No hubo diferencia (P > 0.05) entre los tratamientos (Cuadro 9) y tampoco existié diferencia
(P > 0.05) entre ninguna de las fases de desarrollo embrionaria con respecto a los tratamientos. Los
embriones con cuatro células en el tratamiento control tuvieron en promedio 185.92 UA de maxima
intensidad de fluorescencia y los del tratamiento con adicion de colina presentaron una media de
194.7 UA. Para los embriones con ocho células, el tratamiento control presenté un promedio de
210.31 UA en comparacién con los embriones tratados con colina que presentaron un promedio de
163.52 UA, aun sin ningun nivel de significancia. Por ultimo, los embriones con mas de 10 células en
el tratamiento control presentaron un promedio de 217.02 UA en comparacion con los embriones
tratados con colina que presentaron un promedio de 211. 85 UA (Cuadro 10).
Cuadro 9

Media de la mdxima intensidad de fluorescencia general utilizando colina en medio de cultivo in vitro.

Tratamiento 0 mM Control 1.8 mM colina
Media (UA) 204.41 189.85
cv 37.7
Probabilidad 0.32

Nota. CV: coeficiente de variabilidad. P <0.05 difieren estadisticamente
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Cuadro 10
Media de la mdxima intensidad de fluorescencia (UA) por tiempo de coleccion (horas) y numero de

células utilizando colina en medio de cultivo in vitro.

Numero de Tiempo de coleccién Maxima intensidad de

Tratamient , . EE + P
ratamiento células (horas) fluorescencia (UA)

Control 185.92 13.98

colina 4 38 194.57 18.18 0.7067
Control 210.31 14.15

colina 8 >l 163.12 25.60 0.1091
Control 217.02 17.25

colina >10 63 211.85 1619 08272

Nota. P £ 0.05 difieren estadisticamente; EE: error estandar
Area Embrionaria

El drea embrionaria esta determinada por diversos factores involucrados en el desarrollo
embrionario. En general, resulta complicado enumerar los pardametros especificos que se
correlacionan con el drea embrionaria en una determinada etapa de desarrollo. El control del tamafio
embrionario es fundamental para el desarrollo y la homeostasis. Los mecanismos que controlan el
tamafio del embrién y cdmo estos mecanismos afectan el futuro de la célula son todavia desconocidos
(Chan et al., 2019). El area embrionaria en este estudio se determind a partir de la herramienta de
trazado libre de Imagel y se hizo a partir de la generacion de una imagen compuesta de diferentes
capas (Z stacks) que fueron producto de la captura con el microscopio. Por ende, el area embrionaria
gue se analizé fue medida en la regién ecuatorial del embridn, es decir, el punto donde se presenta el
maximo radio del embridn.

Hubo diferencias entre tratamientos (P < 0.05), los embriones tratados con colina presentaron
un drea embrionaria promedio de 265611.64 um? en comparacién con los embriones del tratamiento
control que tuvieron un drea promedio de 251930.03 um? (Cuadro 11). Hubo diferencias (P < 0.05)
en los embriones de ocho células, los embriones suplementados con colina tuvieron un incremento
del 16% en drea embrionaria en comparacidn con los embriones de 8 células del tratamiento control

(Cuadro 12).
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El drea embrionaria, individualmente, no resulta Util para determinar la acumulacion de
lipidos dentro del embrién. Aun asi, la diferencia significativa en el drea embrionaria entre los dos
tratamientos resulta interesante y abre una incégnita sobre los posibles efectos de suplementar colina
en medios de cultivo sobre el drea y desarrollo embrionario. Como se menciond anteriormente, los
mecanismos que controlan el tamafio del embridn son desconocidos aun.

Teniendo en cuenta lo anterior, no se puede concluir con certeza que la suplementacién con
colina este generando cambios en el tamafio del embriéon haciéndolo mas grande de forma
significativa en tres fases de desarrollo, sin embargo, Haimon et al. (2024) comprobaron que la
exposicién a 1.8 mM de colina en medio de cultivo durante los primeros siete dias de desarrollo, altera
las caracteristicas posparto de los terneros. Los terneros de ambos sexos presentaron mayores pesos
de nacimiento, mayor peso de canal y mayor eficiencia alimenticia en hembras producto de embriones
tratados con colina. Ademas, Estrada et al. (2021) demostraron que la provisidn de colina a embriones
preimplantados altera la programacion de desarrollo en caracteristicas como tiempo de gestacion,
peso de nacimiento y ganancia de peso, en adicidn, causa cambios en la metilacion de ADN en los
musculos posparto, incluyendo genes asociados con procesos anabdlicos y crecimiento celular.
Cuadro 11

Media del drea embrionaria general utilizando colina en el medio de cultivo in vitro.

Tratamiento 0 mM Control 1.8 mM colina
Media (um?) 251930.03 265611.64
cv 13.62
Probabilidad 0.0406

Nota. CV: coeficiente de variabilidad. P <0.05 difieren estadisticamente
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Cuadro 12
Media del drea embrionaria (um?) por tiempo de coleccion y numero de células utilizando colina en

medio de cultivo in vitro.

Numero de Tiempo de coleccidon

Tratamiento . Area embrionaria (um?) EE + P
células (horas)

Control 234987 6303.39

colina 4 38 244671 8194.40 0.3506
Control 240727 6380.95

colina 8 >1 279591 11537.09 0.0038
Control 280075 7774.99

colina >10 63 272572 720670 04828

Nota. P £ 0.05 difieren estadisticamente; EE: error estandar
Media de Fluorescencia

La media de fluorescencia hace referencia a la maxima intensidad de fluorescencia entre
el area embrionaria. Comunmente se utiliza este indicador como el indice mas preciso cuando se mide
la acumulacion de lipidos dentro de células. La media de fluorescencia basada en el area tiene en
cuenta el espacio existente dentro del embridn para la distribucién de las gotas lipidicas, por ende, se
consigue un resultado que se acerca mas al contenido real de lipidos dentro del embrién. La media de
fluorescencia es el indicador determinante para concluir los efectos de la suplementacién con colina
en medio de cultivo in vitro.

No existio diferencia entre los tratamientos (P > 0.05) como se observa en el Cuadro 13. Aun
asi, cuando se realizd el andlisis comparativo de cada tratamiento segun el tiempo de coleccién y el
numero de células dentro del embridn, se observa que existe diferencia (P < 0.05) en los embriones
de ocho células (Cuadro 14). Los embriones colectados a las 51 horas (ocho células) que fueron
tratados con colina, presentan una reduccion en el contenido de lipidos del 26% con respecto a los
embriones del tratamiento control (Figura 3). Ademas, se observa que en los embriones de >10 células
que fueron suplementados con colina, existe un aumento no significativo estadisticamente en el
contenido lipidico de los embriones suplementados con colina en comparacion con los embriones del

tratamiento control. Teniendo en cuenta lo anterior, aun sin que se observe un nivel de significancia,
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resulta relevante el aumento del contenido de lipidos en los embriones suplementados con colina
entre fases de desarrollo que solo difieren en 12 horas entre si.

Cuadro 13

Media (Max intensidad de fluorescencia / drea embrionaria) general utilizando colina en el medio de

cultivo in vitro.

Tratamiento 0 mM Control 1.8 mM colina
Media (UA/um?) 45.27 42.71
cv 27.30
Probabilidad 0.2802

Nota. CV: coeficiente de variabilidad. P < 0.05 difieren estadisticamente

Cuadro 14

Promedio de la media de fluorescencia por tiempo de coleccion y numero de células utilizando colina

en medio de cultivo in vitro.

. Numero de Tiempo de coleccién Media de fluorescencia
Tratamiento ) N EE+ P
células (horas) (UA/um?)

Control 41.70 2.2483

colina 4 38 43.24 2.9228 0.6761
Control 49.09 2.2760

colina 8 >l 36.31 4.1151 0.0074
Control 45.04 2.7732

colina >10 63 48.59 26026 03018

Nota. P < 0.05 difieren estadisticamente; EE: error estandar
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Figura 3
Contenido de lipidos de acuerdo con la media de fluorescencia segun la etapa de desarrollo
embrionaria (numero de células) en embriones del tratamiento control y suplementados con colina en

medio de cultivo in vitro.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se cree que la disminucién de la acumulacién
de lipidos en los embriones de ocho células suplementados con colina es causada por la activacién del
genoma embrionario (AGE). El proceso de AGE es momento de inicio de la primera transcripcion
después de la fertilizacion, es un evento importante donde el nuevo genoma embrionario conduce la
diferenciacién de todos los tipos de células en estado adulto. Después de la fertilizacidn, el genoma
del cigoto esta transcripcionalmente inactivo y se da en una etapa y tiempo especifico segln la

especie. En bovinos, el proceso de AGE se da en embriones que se encuentran entre ocho y 16 células.
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El genoma del embridn es gradualmente activado en un tiempo que se denomina transicién gendmica
maternal — cigoto (TMC), donde se transfiere el control del desarrollo embrionario desde los
reguladores maternos a los controladores cigdticos, entre ellos genes que regulan la acumulacion y
transporte de lipidos dentro del embrién (Haimon et al., 2024; Perera et al., 2023).

Con base en lo anterior, y teniendo en cuenta que la colina es un componente estructural en
la formacidn de fosfatidilcolina, uno de los fosfolipidos mds abundantes dentro del embridn, la colina
kinasa que esta encargada de la formacidn de fosfocolina, interviene para incrementar la sintesis de
fosfatidilcolina y puede ser acetilada para convertirse en una proteina kinasa activa que ayuda en los
procesos de lipolisis de gotas lipidicas, y ademads, la colina participa en la ruta metabdlica para
formacion de Betaina, un compuesto donador de metilos en la metilacion del ADN mediante la via de
oxidacion de colina. Se cree que la disponibilidad de colina en el momento de la AGE acelera los
procesos mediados por genes de regulacion lipidica que recién fueron transcriptos y ademas
contribuye a la metilacién de los genes reguladores. Segin Andrade y Poehland (2021) el perfil lipidico
en embriones que estan en la etapa del primer clivaje tiene considerables similitudes con el del ovocito
que lo produjo, pero, en la etapa de ocho a 16 células, cuando ocurre la activacion del genoma
embrionario, el perfil lipidico del embridn es altamente alterado, lo que esta correlacionado con la
activacion de mecanismos de regulacién metabdlica de lipidos para preparar al embridn para la
transicion a mérula y posteriormente a blastocisto.

En general hay muchos genes relacionados con el control y regulacidn de lipidos en el embrion
en etapas tempranas de desarrollo. ACSL3, ELOVL5 Y ELOVL6 son los principales genes asociados al
metabolismo de lipidos, encargados de la activacidén de cadenas largas de acidos grasos para generar
cadenas largas de acil — CoA, elongacidn de acidos grasos para produccion de cadenas largas de acidos
grasos saturados, monoinsaturados y polinsaturados, respectivamente.

En un estudio realizado por Sudano et al. (2016) donde se analizaron los signos involucrados

en el desarrollo del lipidoma en embriones tempranos, descubrid que existian biomarcadores
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independientes del medio de cultivo que podian ser asociados a una etapa de desarrollo especifica
del embrién. Para la etapa de 8-16 (AGE), hubo una fluctuacién en el contenido de gotas lipidicas
correlacionadas con una sobre transcripcion de los genes asociados que fueron mencionados
anteriormente, ademas, hubo mas presencia de algunos lipidos (fosfatidilcolina protonada [32:0],
[34:2], [36:5] y fosfatidilcolina sodada [32:0]) donde la colina es un componente estructural principal.
Lo que permite considerar, que la colina esta teniendo un papel de regulacidon génica sobre los genes
ACSL3, ELOVLS Y ELOVL6, ademas, se cree que una parte de la colina suplementada estd siendo
inmediatamente metabolizada para la produccion de los lipidos anteriormente sugeridos.
Finalmente, se puede corroborar la tendencia de los resultados con un indicador que relaciona
la media de fluorescencia con el mismo valor de drea total que lo compone. Este indice, permite
comprender que la distribucién del contenido de lipidos es constante y uniforme. Los resultados
relacionados con el indicador media / area se pueden observar en los Cuadros 15 y 16).
Cuadro 15

Media / Area general utilizando colina en el medio de cultivo in vitro.

Tratamiento 0 mM Control 1.8 mM colina
Media (UA/Area?) 0.00018777 0.00016694
cv 29.63
Probabilidad 0.0491

Nota. CV: coeficiente de variabilidad. P <0.05 difieren estadisticamente

Cuadro 16

Media / Area por tiempo de coleccion y nimero de células utilizando colina en medio de cultivo in vitro.

Tratamiento Numero de Tiempo de Media de fluorescencia EE + P
células coleccién (horas) (UA/Area?) -

Control 0.00018267 0.00000999

colina 4 38 0.00017796 0.00001298 0.7744
Control 0.00020928 0.00001011

colina 8 >1 0.00013462 0.00001828 0.0005
Control 0.00017136 0.00001232

colina >10 63 0.00018825 0.00001156 0.3193

Nota. P £ 0.05 difieren estadisticamente; EE: error estandar
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Conclusiones
En este estudio, la suplementacidn con colina en el medio de cultivo in vitro tiene efectos en
la acumulacién de gotas lipidicas en embriones de ocho células colectados 51 horas después de la
fertilizacion.
La adicidon de colina en medios de cultivo in vitro no tiene efectos representativos en el
contenido lipidico de embriones con cuatro y >10 células.
La suplementacién con colina en medio de cultivo in vitro produce cambios en el area
embrionaria y acumulacion de lipidos internos y estos pueden estar asociados a los sistemas de

regulacién genética en genes ligados al metabolismo de lipidos en etapas tempranas.
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Recomendaciones

Evaluar el efecto de la suplementacién con colina en medio de cultivo in vitro en moérulas y
blastocistos.

Evaluar el efecto de la suplementacion con colina en medio de cultivo in vitro utilizando
técnicas como MALDI-MS (Matrix Assited Laser Desorption/lonization-Mass Spectrometry) o
espectrometria de masas para obtener resultados mas precisos.

Realizar estudios evaluando el nivel de transcripcidon de genes asociados a la regulacién de
lipidos dentro del embridn, en embriones de ocho células suplementados con colina en medio de
cultivo in vitro y embriones sin ninguna suplementacién.

Realizar estudios comparativos entre diferentes suplementos asociados al metabolismo de

lipidos y las diferencias entre los efectos de estos.
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Anexos

Anexo A

Ingredientes y cantidades requeridos para la preparacion de la solucién base del medio de lavado

HEPES — TALP.
HEPES - TL Solucién Base en agua FIV
Componente |Sigma Cat #|Peso Mol| mM g/L g/2L g/aL g/6L

NaCl S5886 58.5 114 6.669 13.338 26.676 40.014
KCl P5405 74.6 3.2 0.2384 0.4768 0.9536 1.4304
NaHCO; S5761 84.01 2 0.168 0.336 0.672 1.008
NaH,PO, . H,0 $9638 137.99 0.4 0.048 0.096 0.192 0.288
Na DL-Lactate L7900 112.06 10 1416pL | 2832uL | 5664uL | 8496uL
CaCl,. 2H,0 C7902 147.01 2 0.2938 0.5876 1.1752 1.7628
MgCl, . 6H,0 M2393 203.3 0.5 0.1017 0.2034 | 0.4068 0.6102
HEPES H4034 238.4 10 2.384 4,768 9.536 14.304

OSMOLARIDAD 255-270

pH 7.3-74

El tiempo de almacenamiento maximo es de 6 meses almacenada a una temperatura de 4 °C



Ingredientes y cantidades requeridos para la preparacion de la solucion base del medio de

Anexo B

fertilizacion IVF - TALP.

FIV - TL Solucién Base en agua FIV

Componente [Sigma Cat #|Peso Mol| mM mg/L g/2L
NacCl S5886 58.5 114 6669 6.669
KClI P5405 74.6 3.2 238.72 | 0.23872
NaHCO; S5761 84.01 25 2100.25 | 2.10025
NaH,PO, . H,0 $S9638 137.99 0.4 55.196 |0.055196
Na DL-Lactate L7900 112.06 10 1.416 1416pL
CaCl, . 2H,0 C7902 147.01 2 222.2 0.2222
MgCl, . 6H,0 M2393 203.3 0.5 101.65 203.3
OSMOLARIDAD 280 - 300
pH 7.3-7.4
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El tiempo de almacenamiento maximo es de 6 meses almacenada a una temperatura de 4 °C
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Ingredientes y cantidades requeridos para la preparacion de la solucion base del medio de cultivo

SOF-BE2.
SOF-BE2 Solucion Base en agua FIV
Componente |Sigma Cat #|Peso Mol| mM mg/L g/2L
CaCl, . 2H,0 C7902 147.01 1.17 172.00 0.172
MgcCl, . 6H,0 M2393 203.3 0.49 99.62 0.0996
KH2PO4 P5655 136.09 1.19 161.95 0.1619
KCl P5405 74.6 7.16 533.80 | 0.5338
NacCl S5886 58.5 107.7 6294.00 | 6.2940
NaHCO; S5761 84.01 25.07 2106.13 | 2.1061
Na DL-Lactate L7900 112.06 5.3 775.5uL | 775.5pL
OSMOLARIDAD 280 - 300
pH 7.3-7.4

El tiempo de almacenamiento maximo es de 6 meses almacenada a una temperatura de 4 °C



